T. 69 Pas MARS-AVRIL 4943 N° 3-4 


ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


ETUDE COMPARATIVE 
DE CARACTERES BIOCHIMIQUES ET SEROLOGIQUES 
DU BACILLE DE WHITMORE 
ET DU BACILLE PYOCYANIQUE 


par Grorces BLANC, Beanarp DELAGE et L.-A. MARTIN (°*). 


Legroux et ses collaborateurs, Pons et Genevray (1), ont montré 
que le bacille de Whitmore avait des affinités étroites avec le 
bacille pyocyanique : caractéres biochimiques communs, action’ 
pathogéne, en partie comparable. Legroux n’avait pu cependant 
déceler, dans le sérum antipyocyanique, d’agglutinines vis-a-vis. 
du bacille de Whitmore. 

Le comportement chez la puce du rat Xenopsylla cheopis de 
chacune de ces especes microbiennes, a permis a lun de mous, 
avee Baltazard, de constater que, la encore, celles-ci se compor- 
taient de méme facon (2). 

Nous avons repris Vétude des caractéres biochimiques et séro- 
logiques des bacilles de Whitmore et de Gessard, pour essayer 
de préciser encore les relations qui existent entre ces deux germes, 

L’ensemble des résullats obtenus est consigné dans les tableaux 
ci-joints, Nous donnons, ci-dessous, quelques détails sur le matériel 
d’étude, la technique employée et les résultats obtenus. 


(*) Communication présentée a la séance du 5 novembre 1942 de 


V’Association des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
m R. Lecroux et Genevray, ces Annales, 1935, 54, 249. 
) G. Brane et M. Bavrazarn, C. R. Acad, Scéi., 1942, 245, 45 et Rapp. 


F ee Inst. Pasteur Maroc, 1941, 27. 
Annales de Ulnstitut Pasteur, t. 69, n° 3-4, 1943. 5 
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SoucuEs ETUDI“LES. 


a) Bacille de Whitmore. Variantes plissée et lisse (n°* 1 et 2 
du tableau). Cette souche a élé isolée & Casablanca, d’un malade 
venant d’Indochine. Les variantes plissée et lisse ont été séparées 
au cours de repiquages successifs. 

b) La souche I*lu (n° 3 du tableau). Cette souche a été isolée 
d’un tube de culture ensemencé avec un fragment de rate de 
cobaye mort au cours d’une expérience. Cette souche Ilu produit 
un pigment fluorescent mais rar ement de Ja pyocyanine. Au cours 
de nos premiers essais, nous n’avions pu mettre en évidence la 
production de pyocyanine, cependant des essais ultérieurs, en eau 
peptonée glycérinée, nous ont permis, parfois, de déceler ce 
pigment en petite quantité. Dans les vieilles cultures, le bacille 
devient nettement érythrogeéne. 

c) Les souches H,,. Ho; H, et-H, (4.536 et) 7 du tableau) 
sont issues de la souche Flu, par passages successifs sur cobayes 
et isolement par hémoculture. Ces souches ont des propriétés 
assez différentes de la souche Flu d’origine. 

d) Les souches puces, déjections (n°* 8 et 9 du tableau), dérivent 
des souches H passées par puces (Xenopsylla) qui se sont infec- 
tées par piqures sur des cobayes inoculés de pyocyanique H. Les 
souches puces et déjections ont été isolées, une de cobaye ino- 
culé avec des puces infectées, l'autre directement des déjections 
de ces insectes. 

e) Les souches Br et P] (n°* 10 et 11 du tableau) ont été isolées 
de plaies sur ?homme. 

f) Les souches mouton et Japin (n°* 12 et 183 du tableau) ont été 
isolées de ces animaux, trouvés spontanément infectés. 


TECHNIQUES. 


Les caractéres sérologiques et biochimiques étudiés ont été les 
suivants 

A. Agelutination et précipitation. 

B. Production de pigments. 
C. Production d’indol, réduction des nitrates en nitrites. 
D. Action sur les milieux sucrés. 


A. AGGLUTINATION ET PRECIPITATION. — a) Nous avons préparé 
des sérums agglutinants avec les souches Flu, Br et Whitmore. 
Le producteur de sérum choisi a été le mouton, qui supporte 
beaucoup mieux que le lapin de fortes doses de bacilles, méme 
vivants. La technique adoptée fut la suivante : des cultures de 
vingt-quatre heures sur gélose inclinée, sont mises en suspension 
dans de l’eau physiologique — 50 ¢c.c¢. d’eau pour un tube de 
culture — et tuées par chaulfage 4 60° pendant trente minutes. 
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Cet antigéne est inoculé aux doses de 5, 10, 20 et 20 c. Guupar 
vole cutanée, les jours 1, 4, 7 et 10. Les jours 14 et 17, on inocule 
une culture vivante de vingt-quatre heures, diluée dans 20 ec. c. 
d’eau physiologique et, le jour 21, 40 c. c., soit deux tubes de 
culture. On fait la saignée Je vingt-quatriéme jour. 

Les agglutinations sont faites dans des tubes a hémolyse ; une 
premiére lecture (procédé macroscopique) du mélange sérum et 
Suspension microbienne mis a ]’étuve a 37°, est faite aprés deux 
heures. L’observation de l’agglutination est facilitée par l'emploi 
du miroir coneave de Kahn. Les tubes sont ensuite laissés a la 
température du laboratoire et une seconde lecture est faite aprés 
vingt-quatre heures. 

b) Pour Ja réaction de précipilation, nous avons préparé les 
extraits trichloracétiques des corps microbiens, suivant la tech- 
nique de Boivin (3); ces extrails, neutralisés par la soude et 
centrifugés, ont été mélangés, purs ou dilués, avee un volume 
égal d’antisérum et placés pendant deux heures a l’étuve a 42°, 
puis laissés vingt-quatre heures 4 la température du laboratoire. 
Les lectures des réactions de précipitation ont été faites comme 
celles d’agglutination. 


B. PRopucrion DE PIGMENT. — Nous avons étudié la production 
de pyocyanine sur Jes milicux de Gessard : eau peptonée et gélose 
glycérinées a 10 p. 100. , 

Aprés trois a cing jours de culture, la pyocyanine est séparée au 
chloroforme aprés alcalinisation du milieu par |’ammoniaque, on 
décante le chloroforme, on Je lave 4 l’eau acidulée par Jl’acide 
chlorhydrique, la pyocyanine vire au rose et est entrainée avec 
Peau acidulée ; les impuretés lipoidiques restent dans le chloro- 
forme. Une alcalinisation de l’eau acidulée contenant la pyocya- 
nine fait réapparaitre la coloration bleue. 

Le pigment vert fluorescent est ]ié 4 Ja présence de phosphates. 
Il se produit dans Je milieu de Gessard, solution de succinate 
d’ammoniaque additionnée de phosphate de soude. 


C. PropuctTIoN D’INDOL, REDUCTION DES NITRATES EN NITRITES. 
— TL’indol est recherché par le réactif d’Ehrlich, les nitrites par la 
réaction de Griess. 


D. Acrion sur LES sucREs. — Celte action a été observée pen- 
dant sept jours. Cerlaines souches, en effet, agissant sur certains 
sucres, acidifient ou alcalinisent le milieu assez tardivement, 
d@autres commencent par acidifier puis alcalinisent. Tous les 
milieux employés sont constitués par du bouillon ordinaire aélosé 


e Pe 
(3) A. Borvin et L. Meskoseanu, Rev. Immun, 1935, 1, 555. 
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i 30 p. 100, peptoné a 30 p. 1.000 et additionné de teinture de 
tournesol, le pH du milieu étant ajusté a-7,2. 

Les solutions sucrées, stérilisées & part dans des tubes de verre 
neulre (Pyrex), sont ajoutées stérilement, aprés liquéfaction du 
milieu, peu de jours avant ’ensemencement. La concentration en 


sucre étant toujours amenée a 2 p. LOO. 


RESULTATS OBTENUS. 


A, AGGLUTINATION ET PRECIPITATION. — a) Sérums antipyocya- 
niques, soit anti-Br et anti-Flu. En confirmation des faits apportés 
par Legroux, nous avons trouvé que les deux sérums antipyocya- 
niques qui ont un fort pouvoiw agglutinant sur les souches Br 
et Flu et sur les autres souches de pyocyaniques, sont sans action 
sur Pune et Vautre des variantes, plissée et lisse, du bacille de 
Whitmore. 

b) Sérum anti-Whitmore. Ce sérum a un fort pouvoir agglu- 
linant sur la souche de bacille de Whitmore, variantes:plissée et 
lisse ; ul n'a aucun pouvoir agglutinant sur les différentes souches 
typiques de bacilles pyocyaniques étudiées, série 10, 11, 12 et 
18 du tableau. Par contre, son action est manifeste sur la 
souche Flu et ses dérivés. La souche Flu, origine, est agglutinée 
assez régulierement mais a des taux relativement faibles qui ne 
dépassent pas le 1/400. Les souches H, dérivées de la premiére 
par passages sur cobayes, sont, par contre, agglutinées de facon 
absolument réguliére et & des taux aussi élevés que le bacille de 
Whitmore par le sérum anti-Whitmore, soit au 1/6.400. Les 
souches puces et déjections, qui sont les souches H passées par 
la puce du rat Xenopsylla cheopis, ont conservé leur agelutina- 
bilité par le sérum de Whitmore. Cette agglutination des sou- 
ches Flu et dérivées est due & un antigéne flagellaire. Le chauffage 
& 100° ou méme & 75° pendant deux & trois minutes, qui laisse 
subsister Pantigéne O, détruit le pouvoir agelutinant. 


B. Priécrprration. — Les extrails trichloracétiques des sou- 
ches Flu, H et pyocyaniques précipitent les sérums antipyocya- 
niques mais sont sans action sur le sérum anti-Whitmore. Les 
extraits trichloracétiques des variantes plissée et lisse du bacille 
de Whitmore préeipitent le sérum anti-Whitmore mais sont sans 
action sur les sérums antipyocyaniques. La précipitation qui met 
en. jeu les antigénes somatiques des bactéries a done une spéci- 
ficilé que ne présente pas agglutination. 


C. Premenrs. — La souche Flu donne un pigment fluorescent 
mais, comme nous l’avons rappelé, ne produit généralement pas 
de pyocyanine. Les souches H se rapprochent des bacilles pyocya- 
niques typiques en ce sens qu’elles produisent réguliérement ce 
pigment. — ; 
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D. PropucTion D'INDOL, REDUCTION DES NITRATES EN NITRITES. — 
Le passage sur animal exalte généralement le pouvoir indoligéne 
pour les souches possédant cette propriété (colibacille). Ici, au 
contraire, les souches H ne produisent plus d’indol alors que la 
souche Flu en produit abondamment. Les souches H ont égale- 
ment perdu leur propriété de réduire les nitrates en nitrites. 

Ces deux importantes propriétés rapprochent donc, par rapport 
au Flu, les souches H du bacille de Whitmore. 


E. Acrion sur Les sucres. — L’action des souches Flu et H sur 
Varabinose se modifie progressivement : Flu n’attaque pas ce 
sucre, la souche H, (premier passage par cobaye) acidifie lége- 
rement et tardivement ; cette action augmente depuis H, jusqu’a H, 
qui provoque une acidification totale et précoce, caractére que lon 
retrouve chez les deux variantes du bacille de Whitmore. 

De plus, la souche Flu est sans action sur Je milieu glycériné, 
alors que ses dérivées H l’alcalinisent. 


CONCLUSIONS. 


Une souche atypique de bacille pyocyanique (souche Flu) 
pathogéne pour le cobaye, présente, aprés passage sur cet animal, 
de nouveaux caractéres qui rapprochent ce microbe des pyocya- 
niques typiques et surtout du bacille de Whitmore. Résumons ces 
caractéres : la souche Flu est agglutinée faiblement et irrégulié- 
rement par le sérum anti-Whitmore. Ses dérivées H le sont forte- 
ment et au méme taux que le bacille de Whitmore. La souche Flu 
produit de Vindol et réduit les nitrates ; les souches H, comme le 
bacille de Whitmore, n’ont pas ces propriétés. La souche Flu 
n’attaque pas |’arabinose mais cette propriété, que posséde le 
bacille de Whitmore, apparait chez les souches H. 

I] ressort de ces faits que certaines souches de pyocyaniques 
peuvent avoir des caractéres de parenté étroite avec le bacille de 
Whitmore ; l’étude de ces caractéres confirme les données rap- 
portées par Legroux et ses collaborateurs sur les rapports étroils 
qui existent entre ces deux germes. I] faut remarquer cependant 
que la spécificité stricte des antigénes O, tant d’une part des 
pyocyaniques que, d’autre part, du bacille de Whitmore, montre 
que ces deux espéces voisines gardent leur individualité. 


SUR LA PROTEINE DU VIRUS 
DE LA MALADIE A POLYEDRES (GRASSERIE) 
DU VER A SOIE 


par Prerre DESNUELLE, CHANG CHI TAN et CLaupze FROMAGEOT (Ns 


(Laboratoire de Chimie biologique de la Faculté des Sciences, 
Institut de Chimie de U Université, Lyon.) 


Le virus de la grasserie du ver a soie se présente, chez animal 
malade, d’aprés Paillot et Gratia [4] sous deux formes : fins gra- 
nules, décelables seulement 4 J’ultramicroscope, et grains polyé- 
driques beaucoup plus gros (4 a 5 v.), ceux-c1 étant constitués, 
semble-t-il, par des assemblages orientés des granules; pour 
démontrer Pidentité biologique de ces deux formes de virus, Gratia 
et Paillot [2] s’appuient sur la communauté de leur virulence et de 
leurs réactions sérologiques. 

L’étude des polyédres parait devoir présenter un grand intérét 
pour la connaissance des virus en général; en outre, la facilité 
relative avec laquelle on peut s’en procurer plusieurs grammes a 
état pur en font un matériel de choix. 

Récemment, Bergold et ses collaborateurs [3, 4, 5] ont com- 
mencé une étude physico-chimique de la protéme des polyédres ; 
pour obtenir cette protéine, ils dissolvent les polyédres dans la 
soude 4 pH 10-11, clarifient la solution en la centrifugeant deux 
fois trente minutes 4 16.000 tours, et finalement l’ajustent 4 un pH 
convenable par addition de HCl. La protéine obtenue présente une 
erande virulence : 1,5.10—7° g., ingéré per os par un ver, peut 
encore déclencher l’infection. D’autre part, soumise a V’ultracen- 
trifugation et a l’électrophorése, elle se comporte comme une pro- 
iéine pure de poids moléculaire 200.000-300.000 et de point iso- 
électrique, mal défini d’ailleurs, de 5,3 4 5,7; la détermination 
exacte du point isoélectrique est rendue fort difficile par suite de 
Vinsolubilité, que Bergold et Schramm disent totale, de la protéme 
entre pH 4 et 7. 

Il nous a paru intéressant d’étudier la protéine des polyédres 
en question au point de vue chimique ; il était utile, auparavant, 
@éliminer plus qu’on ne Vavait fait jusqwici, les éléments étran- 


(*) Communication présentée A la séance du 7 janvier 1943 de I’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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gers accompagnant cette protéine et de préciser les variations de 
sa solubilité, en fonction du pH. Le présent travail coneerne ainsi : 

1° L’obtention d’une protéine pure a partir des polyédres ; 

2° Le comportement de cette protéine vis-a-vis des variations 
qu pide: 

3° Les différences d’ordre chimique existant entre cette pro- 
téine et les polyédres ; 

4° La teneur de cette protéine en une premiere série d’acides 
aminés. 


I. — Obtention de la protéine pure des polyédres. 


Huit kg. environ de vers malades sont écrasés dans un presse- 
fruits mécanique ; le jus exprimé contient, outre le virus, des 


Fic. 4. — Polyédres de la grasserie du ver a soie, tels quils se présentent 
en suspension dans leau distillée aprés isolement des tissus de linsecte 
(Photomicro Jeantet : 1 x 41.400). 


débris cellulaires et le contenu du tube digestif, entre autres une 
grande quantité de chloroplastes provenant des fewilles ingérées 
avant le traitement. Les polyédres étant relativement trés denses, 
on peut les séparer-par toute une série de décantations et de cen- 
trifugations fraclionnées, qui, suivies de remises en suspension 
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dans Veau distillée, conduisent finalement a une masse blanche 
homogéne se révélant sous le microscope étre constituée unique- 
ment par des polyédres fortement: réfringents, de dimensions 
comprises entre 4 et 6y, (fig. 1). Cette masse, séehée sous vide 
sur P,O;, se réduit-en une poudre grisaitre extrémement divisée, 
el ne présentant aprés plusieurs années aucun signe d’altération. 
Sa teneur en azote (microkjeldahl) est de 14,5 p. 100. 

On remet en suspension une partie des polyédres ainsi obtenus 
et on ajoute goutte a goutte juste assez de soude N/10 pour assurer 
une dissolution presque totale. La liqueur jaunatre et trouble 
ainst obtenue est centrifugée ; le liquide parfaitement clair est 
ramené a pH 6 environ par addition d’acide acétique N/20. On 
recueille et on lave par centrifugations successives l’abondant pré- 
cipité blane qui se forme alors, puis on le redissout dans la soude 
comme précédemment ; la dissolution est cette fois complete ; on 
précipite de nouveau. Une fois soigneusement lavé, le précipité 
est séché par de Vacétone anhydre puis maintenu sous vide. On 
obtient finalement une poudre blanche légére qui est la protéine 
du virus. Sa teneur en azote est de 15,0 p. 100. 

Pour établir la constance de composition du produit préeipité, 
nous avons suivi sa teneur en phosphore au cours de précipita- 
tions suceessives. Les chiffres du tableau I montrent que cette 


TaBLeEau TI, 


ga SS I a IT I IT BESTE 


NOMBRE WIEDER 

en P 

de précipitalions p. 100 
0 (polvédres initiaux).| 0,248 |Le résidu de la dissolution de 4 g. de polyédres 
4 ; . . |0,427]. dans la sonde, séparé par centrifugation puis 
2 : .| 0,128 | séché, pése 41 mg.; il contient 154 y de P, 
3 .| 0,428} soit 0,303 p. 100. Le reste du phosphore se 
4 0,125} retrouve intégralement en solution sous forme 

5 .|0,427| dion orthophospborique libre. 


VS SE I EE LE SO CEL SIE TLL 


constance est pratiquement alteinte dés la premiére précipitation. 

L’homogénéilé de la protéine ainsi obtenue, déja démontrée par 
les expériences antérieures de Bergold, est encore confirmée par le 
comportement de la substance en ce qui concerne les variations de 
sa solubilité en fonction du pH. 
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11. — Comportement de la protéine vis-a-vis des variations du pH. 
Toutes les mesures ont élé faites 4 une température voisine de 18°. 
A. — VARIATIONS DE LA SOLUBILITE (*) EN FONCTION bU PH. 


1° Diminution du pH. 


a) pH variant de > 11 a 5,5. — L’étude des variations de la 
solubilité de la protéine extraite comme il vient d’étre dit en 
fonction du pH, est faite de la facon suivante : a une solution de 
87,5 mg. de la protéine dans 3,5 c. c. d’une solution de NaOH N/30 
(soit 2,50 p. 100), on ajoute des volumes exactement mesurés 
d’acide acétique N/20. On mesure a intervalles réguliers, dune 
part le pH de la solution (a Vaide d'une électrode de verre), et, 
d’autre part, Ja quantité d’azote dissous ; cette derniére détermi- 
nation est exécutée a partir d’un volume déterminé d’une prise 
d’essai que l’on a centrifugée et sur laquelle on a prélevé une 
quantité donnée de liquide clair. I] convient de remarquer que, 
au début de la précipitation, vers pH 8,5, les valeurs trouvées pour 
Vazote dissous sont sujettes 4 quelque incertitude par suite de la 
nature d’un trouble qui apparait alors et qui est trop léger pour 
qu’on puisse |’éliminer par centrifugation ordinaire. Cet inconvé- 
nient n’existe absolument plus en dessous de pH 8,5, c’est-a-dire 
dés qu’a heu une vraie floculation ; on le retrouve, sensiblement 
ageravé, au cours de la redissolution de la protéine par HCl, vers 
plisz, i: 

b) pH variant de 5,8 a 2,0. — La protéine floculée a pH 5,5, 
recueilhe et lavée par centrifugations successiyes, est remise en 
suspension dans 3,5 c. c. d’eau distillée ; le pH est alors de 5,8; 
cette suspension est additionnée de volumes exactement mesurés 
de HCl N/20 et on détermine comme précédemment pH et azote 
dissous. 

Les variations de la solubilité de la protéine en fonction du pH, 
lorsque le pH passe de 11 a 2,5, sont illustrées par la courbe I 
de la figure 2. 

Cette courbe se compose de deux branches distinctes : Vune 
comprise entre pH 11 et pH 5,5, correspond a la précipitation de 
la protéine de sa solution alcaline, l'autre, comprise entre pH 5,5 
et 2,0, & sa dissolution par les acides forts. Disons tout de suite 


(*) Nous entendons par solubilité la quantité totale de protéine dis- 
soute dans un volume donné, sous forme dissociée ou non, et sans 
préciser davantage, quoi qu’il soit bien entendu que seule la solubilité 
de la forme non dissociée soit définissable en toute rigueur. 
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que, au point de vue des applications biologiques que l’on peut 
faire de ces données, c’est seulement la premiére branche qui 
présente de Vintérét, le pH des liquides du tube digestif du ver 
a sole variant, d’aprées Staudenmeyer [6], de 8,3 a 10,3. 

En ce qui concerne la premiére branche, ses extrémités nette- 
ment arrondies font qu'elle différe des courbes représentant la 
précipitation d’une protéine pure par addition de quantités crois- 


, 


Ndissous 


Fic. 2. — Solubilité en fonction du pH. Courbe J : o—o, solubilité de la protéine 
purifiée en fonction du pH; O, solubilité de la fraction recueillie entre pH 
7,43 et pH 7,50 et redissoute dans NaOH N/30. Courbe II : redissolution de la 


protéine précipitée. 


santes de sels neutres [7]. Pour vérifier que ce comportement est 
da a un mécanisme tout autre, et qu'il s’agit bien ici dune pro- 
téine pure, nous avons recueilli la fraction précipitant entre 
pH 7,43 et pH 7,60, correspondant a la partie rectiligne de la 
courbe. Redissoute, aprés lavage, dans de la soude N/30, cette 
fraction donne une nouvelle solution alcaline qui, par acidifica- 
lion, se comporte exactement comme la solution initiale (fig. 2). 
Le mécanisme de précipitation en jeu pourrait élre comparé a 


80 ANNALES DE LYINSTITUT PASTEUR 


celui de la précipilation d’un acide insoluble par acidification de 
la solution de ses sels alcalins solubles ; néanmoins, il est certai- 
nement beaucoup plus compliqué : le calcul montre en effet qui 
wWobéit pas aux lois simples de ce dernier phénoméne. La préci- 
pitation n’est d’ailleurs jamais totale : au minimum de solubilité, 
c’est-a-dire entre pH 6,5 et 5,0, il reste 90 > d’azote dissous par 
centimetre cube, soit 0,06 p. 100 de protéine. 

En ce qui concerne la deuxiéme branche, elle correspond a la 


a 
HN 
Ee. 


2 
cm HCl WVizeo 


Fic. 3. — Courbes de titrage. Détermination du pcint isoélectrique. 


dissolution de la protéine par les acides forts, déja signalée par 
Bergold et Schramm [3]. 

Les deux branches de la courbe I délimitent ainsi une zone de 
minimum de solubilité comprise entre pll 6,5 et pH 


2° Accrotssement du pH. 


pl variant de 6,0 @ 11. — Si on prend la protéine en suspen- 
sion dans J’eau 4 pH 6,0 (87,5 mg. dans 03,5 c. ¢.) et que lon 
ajoute graduellement de la soude N/20, on constate que, quoique 
les additions de NaOH soient suivies chaque fois d'une agitation 
dune demi-heure, la protéine ne se redissout qu’a des pH nette- 
ment supérieurs & ceux qui correspondent A sa précipitation. C’est 
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ce quillustre la courbe II de la figure 2. Nous n’avons jusqu icl 
aucune explication de ce phénoméne : en particulier, nous 1gno- 
rons s’il s’agit la d’une irréversibilité réelle de la précipitation, 
ou seulement d’une question de vilesse de dissolution, celle-ci, 
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Fic. 4. — Taux respectifs des ions H+ et OH— fixés par la protéine, 
en fonction du pli. 


aux pH considérés, étant alors de beaucoup inférieure a la vitesse 
de précipitation. 
B. — Course DE TITRAGE. 


77,7 mg. de protéine sont dissous dans 3,5 ¢. c. de NaOH N/30; 
vi, g } 


on ajoute graduellement HCI N/20 en mesurant le pH aprés chaque 
addition ; on oblient la courbe I de la figure 3. D’autre part, on 


Annales de U'Institut Pasteur, t. 68, n®* 3.4, 1943. 6 
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opére exactement de la méme facon, mais en Vabsence de pro- 
iéine (titrage de la solution de NaOH N/80 pure par HCl N/20), 
ce qui donne la courbe classique (courbe I) de la figure 3. Ces 
deux courbes se coupent a pH 6,0, qui représente ainsi Je point 
isoélectrique de la protéine. Cette valeur du point isoélectrique 
est sensiblement supérieure a celle indiquée par Bergold (5,3-5,7); 
cette différence s’explique d'une part par le fait que les auteurs 
allemands ont opéré sur une protéine non débarrassée d’impu- 
relés solubles, comme Vacide phosphorique, dont nous avons 
signalé plus haut la présence, et, d’autre part, par Vincertitude 
des mesures de cataphorése dans la région de quasi insolubilité 
de la protéine en question. En outre, la courbe I permet de dis- 
tinguer des points d’inflexion correspondant au titrage de fonc- 
tions acides ayant des pK respectifs voisins de 10,6, 6,8 et 3,5. 
La précipitation se fait au début de la saturation de la fonction 
acide de pk = 6,8. 

Le nombre @ions H+ ou OH— fixés par la protéine, a diffé- 
rents pH, ressort de la courbe de la figure 4, obtenue de la facon 
habituelle A partir des courbes de la figure 3. Les coordonnées 
de la figure 4 sont les suivantes : en abscisse les pH, en ordonnée 
les quantités d’ions-grammes H+ ou OH— fixés par 97.600 g. de 
protéine, quantité qui, comme on le verra plus loi, représente 
le poids moléculaire minimum de la protéine. 


Ill. — Différences d’ordre chimique 
existant entre la protéine et les polyédres. 


Nos invesiigations ont porté sur les teneurs en phosphore, 
soufre, azote, et sur la présence de groupes — SH. 


Le dosage du phosphore est fait par colorimétrie selon Fiske et Sub- 
barow [8]; la minéralisation préalable des substances a lieu selon la 
méthode de Kahane [9] en utilisant le mélange nitroperchlorique dans 
les proportions indiquées par cet auteur (2,4 c.c. d’acide perchlo- 
rique d = 1,61 + 1,2 c. c. d’acide nitrique d = 1,38). Lorsque la miné- 
ralisation est terminée, on chasse quantitativement lacide nitrique par 
ébullition prolongée et on dose le phosphore en présence de l’acide 
perchlorique restant. La courbe de référence colorimétrique est établie 
dautre part en présence de la méme quantité d’acide perchlorique. 
Pour éviter une acidité trop grande, la solution de molybdate d’ammo- 
niaque a 2,5 p. 100 est faite dans eau pure au lieu d’acide sulfu- 
rique 5 N comme dans la méthode habituelle. Nous avons vérifié 
Vexactitude de cette maniére de faire sur de la caséine (Hammarsten) : 


P (daprés Hammarsten (40]) ~ = 2 2 2 3 2 0585) ps 100 
P trouvé par la méthode ci-dessus ......... 0,865 p. 100 


Le dosage du soufre est fait par pesée de SO,Ba; la minéra- 
lisation des substances s’effectue par oxydation nitroperchlorique 


aN fey 
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selon Kahane [9]; mais étant donné la faiblesse relative de la teneur 
en S des substances en question, il est nécessaire de doubler 1és “quan- 
tités du mélange oxydant utilisé. Appliqué a la caséine (Hammarsten), 
ce procédé a donné les chiffres suivants : 


221,7 mg. de caséine donnent ........ 44,20 mg. de SO,Ba 
S trouvé par la méthode de Pregl-Friedrich [41]. 0,857 p. 100 
S trouvé par la méthode précédente .. . . . 0,88 p. 100 
Les groupements —SH sont recherchés par la réaction au _nitro- 
prussiate. 


Deja, au cours de la préparation de la protéine pure, a partir 
des polyédres, on a pu conslater une différence trés marquée de 
la teneur en phosphore de ces deux substances. Dans le tableau II 
sont groupées quelques données analytiques permettant de com- 
parer a ce point de vue la protéine et les polyédres d’ow elle est 
extraile 

TABLEAU IT, 


Pofyédres 
Protéine . 


Ges données indiquent une différence trés netle entre les deux 

substances considérées ; en particulier, Vexistence de groupe- 
ments —SH a la surface des polyédres peut étre rapprochée de 
Vhypothése de Felix qui, d’aprés Bergold et Schramm, considére 
la surface des polyédres comme constituée par une protéine 
dénaturée. 
— D’autre part, la teneur en phosphore de la protéine permet de 
calculer son poids moléculaire minimum : admettant qu il s’agit 
ici d’une nucléoprotéine, contenant par conséquent 4 (ou un mul- 
tiple de 4) atomes de P par molécule, on trouve que ce poids 
moléculaire minimum est de 97.600. 


IV. — Teneur de la protéine en quelques acides aminés. 


Une premiére analyse de la protéine a été faite en utilisant les 
techniques décrites par Kuhn et Desnuelle [42], techniques dont 
certaines nécessitent une séparation préalable des acides aminés 
par électrodialyse. i 

Les résultats obtenus au cours de deux opérations complétement 
indépendantes sont donnés dans le tableau III. 
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TasLeav JI. — Teneur de la protéine du virus de la grasserie 
en quelques acides aminés. 


HYDROLYSE I |HYDROLYSEM| MOYENNE 
) o 3) oO 3) ° 
CONSTITUANT 2 een) ee fe) 2 Cee 
CZ Be ere ea ae ES 
Ss S@| 2 | 3a] se 3 
ao [YS a ileic! Maelo eeu ieees 
chelsea ie em 
HUmiInes: 2) Sve cordon iags wanes cea 4,4 _— 4,2 | — 3,8 = 
LATMWOMITAO INE Ge b 6 8 So a 5 So 6,6 — 6,4 | — 6,4 = 
N= (Cathode)! Sernyonuen eee ROO — {28,7 | — | 30,4 == 
/ Nga vonh Vom eget ueeeGe or Ge Dio. 6 8 to ely ohn dz! Sdn eA eel Oe 12.1 | 5.6 
RETR PWwis Go oe ais Be ob SG ol M52 536.1 12,2) 556 : 2 
Histid ines @s\e =: Ses a ee cen cae 4,5 Ps) 4,6 a RT 285 
Histidines(O\ ace eee ee eee Tierall Chaya INeGy OI. (fs ao 
Lysine. al leetatetal | SON MUCSS Ge) If sei ql 
N — (Anode + compart. central) total. 56,0 — | 59,8 | — | 57,9 = 
N — (Anode + compart. central) aminé.| 49,0 — 47,0 | — | 48,0 = 
Oxy prolines sue act -mespicn meinen ts 0 0 0) 0 0 0 
i VnOSINCsry bce. heer S ee 4,9 ray || watlr pts a Ber) || Oe 
Phénylalanine . SiS, at ee ee 4,0 7,0 3,6 16,4 Syl) Oot 
AVA OO ONTO, 5 5 oh 6 5 oo HS 3,0 3,2 | 3,0 13,3 3,0 | 3,3 
CySlin€e 7.0%. jto25 Mee) sere ro 0,40} 0,52) 0,39/0,54) 0,40) 0,52 


Nota — Les résultats concernant l'arginine et l’histidine ont été obtenus : (1) par colo- 
rimétrie; (2) par etude de la répartition “de N selon Van Slyke. 

Les résuliats concernant la lysine sont calculés par ditférence, d’ot leur moins grande 
précision. 


Les chiffres du tableau HI permettent les observations sui- 
vantes : 

1° La protéme en question est particuliérement riche en tyro- 
sine, phénylalanine et tryptophane. Ce fait s’accorde parfaitement 
avec le spectre dabsorption obltenu par Bergold et Schramm, 
spectre sur. lequel apparait d’une facon intense la bande com- 
mune, & peu de chose prés, a la tyrosine et au tryptophane 
(e maximum a A = 2.750 et 2.790 A respecuivement). 

2° La proportion de cystine présente est faible ; elle ne repré- 
sente que 17 p. 100 du soufre total ; on peut done s’atlendre a ce 
que la protéine contienne environ 8 p. 100 de méthionine. 

3° Cette proportion de cystine est telle que si Pon admet comme 
poids moléculaire minimum la valeur de 97.600 caleulée comme 
il a été dit plus haut, il existe dans la molécule protéique deux 
molécules de cystine pour quatre atomes de phosphore. I semble, 
daprés les données de Bergold et Hengstenberg [4] que toutes ces 
valeurs doivent étre multiphées par deux pour correspondre au 
poids moléculaire réel, qui serait alors voisin de 195.000 
(a pHe=_ 38): 
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4° En ce qui concerne sa composition en acides aminés, et plus 
paruculiérement en tyrosine et en histidine, la protéine en ques- 
tion différe nettement de celle du virus de la mosaique du tabac, 
comme le montre le tableau IV. 


TABLEAU LV. 


PROTEINE DU VIRUS 


Aa 
EROTEIN de la mosaique du tabac 


du virus p- 100 
ACIDES AMINES de la grasscrie 
du ver a soie 

p- 100 Knight Ross {13} 


et Stanley [14] 


re Boor) 


AVRO, 5 5 
Tryptophane. 
Phénylalanine . 
Arginine. 
Histidine 
Cystéine. 
Oxyproline 


Oo Now Ss 


5° Tl est possible de calculer, en premiére approximation, les 
fréquences de chacun des acides aminés en question, selon la 
méthode de Bergmann [415]; le calcul est fait.ici & partir du tryp- 
tophane ; on trouve alors les valeurs du tableau V. 


Tabirau V. 


MOLECULES GR\MMES 
dans 100 ¢. 


POIDS de protéine 


ACGIDES AMINES RAPPORT | FREQUENCE 


moléculaire 


Trouvées | Caleulées 


00726 
0.0161 
0), 0322 
0,0403 
0,0530 
0, 0162 
00043 


IVSIniene. 
Histidine 
Arginine. . 
Phénylalanine. 
Tyrosine 
Tryptophane 
Cystéine. 


Bikers NSS 


eo) 


BwWDATIH 


S ey 
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En admettant, comme nous venons de le faire, qu il existe 
4 molécules grammes de cystéine dans 97.600 g. de protéine, on 
voit quil doit y avoir 216 x 4 = 864 radicaux d’acides aminés 
dans ce méme poids de protéine. Le poids moléculaire moyen de 
ces radicaux est ainsi de 113. 
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Résumé. 


Le présent travail étudie quelques propriétés de la protéine pure 
que l’on peut extraire par dissolutions et précipitations succes- 
sives des polyédres présents dans le sang des vers A sole atteints 
de la grasserie : solubilité en fonction du pH; point isoélectrique 
(pH = 6,0) ; fixation des ions H+ et OH— a différents pH ; diffé- 
rence de composition avec les polyédres eux-mémes ; teneur en 
une premiére série d’acides aminés : Histidine, 2,5 ; Arginine, 5,6 ; 
Lysine, 10,6; Oxyproline, 0; Tyrosine, 9,6; Phénylalanine, 6,7; 
Tryptophane, 3,3; Cystine, 0,52 p. 100. Le poids moléculaire 
de Ja protéine en question semble ¢tre voisin de 195.000, ce qui 
correspond a la présence de 8 atomes de P et 4 molécules de 
cystine par molécule. 
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SUR LA FERMENTATION &-HYDROXYBUTYRIQUE 
PRODUITE PAR LE BACILLE M DE LEMOIGNE (’) 


par P. HEITZMANN. 


Unstitut Pasteur, Service des fermentations.) 


1. — Etude quantitative du métabolisme du glucose 
par le bacille M en présence d’oxygéne. 


Dans )oxydo-réduction que nous venons d’étudier, l’acétyl- 
acétate est un accepteur d’hydrogéne et joue en l’absence d’air 
le rdle de oxygéne. Nous avons vérifié qu’il était A peine réduit 
en aérobiose. Mais il est indispensable maintenant de comparer 
le métabolisme du glucose en présence d’acétylacétate et en pré- 
sence d’oxygéne. 

A cet effet, la récolte de deux boites de Nicolle (culture sur mot 
de biére) est émulsionnée avec des billes de verre, lavée deux fois 
avec 110 c. c. ClK 0,9 p. 100 et réémulsionnée avec Clk, de facon 
qu’a 1 g. de bacilles frais correspondent 4 ¢.c. auxquels on ajoute 
Ave. ¢. dieau, 2c: dé bicarbonate de sodium 5 p. 100, 1 c.c. 
glucose 11 p. 100. On a l’émulsion Es. 

On place dans chacune des 38 cupules de Warburg 1 c.c. 
d’émulsion. La premiére, avec une atmosphére d’azote a 
10 p. 100 CO,. La deuxieme avec une atmosphére d’oxygene a 
10 p. 100 CO,. La troisieme avec une atmosphére d’oxygéne, on 
a mis 0,4 c.c. de soude normale dans les diverticules. 

Le premier manométre nous donne |’acidité libérée en anaéro- 
biose. Le troisiéme nous donne Voxygéne absorbé en aérobiose. 
Le deuxiéme nous donne l’acidité libérée, moins |l’oxygéne 
absorbé. Une quatriéme cupule contient 1 c.c. d’émulsion mais 
ou 0.4 c. c. d’eau est remplacé par a c. c. d’acétylacétate 0,940 M. 

‘) p) 
C’est l’émulsion Eb. 

Le reste de ]’émulsion Ex est réparti en trois portions. 

Une premiere est conservée 4 0° ; une deuxiéme est mise dans 
une fiole d’Erlenmeyer sous atmosphére d’azote a 10 p. 100 de CO,; 
une troisiéme dans une autre fiole sous atmosphére d’oxygéne a 


(*) Voir ces Annales, 1943, 69, 27. 
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10 p. 100 de CO,. On agite constamment ces récipients qui plon- 
cent dans le thermostat 4 31°. On les y laisse ainsi quatre heures, 
apres quoi, on les refroidit & 0° et on centrifuge leur contenu. 

Nous avons reproduit (fig. 2) les courbes de libération dacidité 
et d’absorplion d’oxygéne par centimetre cube d’émulsion. 

Dans le tableau IV, nous indiquons les valeurs trouvées a la 
suite des dosages que nous avons effectués. 

-A Vexamen de ces résultats nous voyons : 
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Fie. 2. 


1° Comme lacétylacétate en présence de glucose, l’oxvgéne 
permet une forte lbération d’acides. 

Lacidité libérée est la méme en présence d’oxygéne ou en pré- 
sence d’acétylacétate, du moins au début lorsque les concentra- 
lions en glucose sont identiques dans les deux cas. 

2° En premicre approximation, 1 molécule d’oxygéne fait dis- 
paraitre 1 molécule de glucose. Or une molécule d’oxygéne a un 
pouvoir oxydant. double de celui d'une molécule d’acétylacétate. 

3° Il n’y a que 1/2 molécule d’acide lactique formé pour une 
molécule de glucose disparu et il ne se forme pas directement 
d’acide f-hydroxybutyrique si ce n'est celui qui peut étre 
libéré par autolyse normale. L’acidité formée par molécule de 
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TABLEAU LV. 


Se E 1D 
1 €.C. DE L’EMULSION INITIALE CONTIFNT ? aimoaghero gimospnere 
d’azole doxygéne 
Glucose ajouté par centimétre cube. . 9.9 9.9 
Acide acétylacétique ajouté. ....... 
Dacilestiialssewcm amity ee kk es k 90 90 
Bacilles secs (masse approximative) . . 40 10 
Bicarbonate de sodium. ica Gaul Ql 
>) a} 
Aprés incubation 4 heures 4 31°5 par c.c. : 
Glucose disparu. .... en milligr. . . i 2h 
en 10—6 mol. 5,56 53,3 
Acide lactique formé. . . § €4 milligr.. . 0,22 2,41 
en 40— mol. 2,45 26,8 
Acide $-hydroxybutyrique { en mulligr. . 0,393 
WOMENS 5) coed x Mal oloee en 10—® mol. 3.78 
cide accti ~ en milligr. 1,47 
cide acétique formé a piel GE tanol. 19,5 
Neiditedliberée os _ fene.c. CO, . 0,50 2,45 
idité libérée -) en 10—6 mol. |) 22.2 96 
ier b 2 pe. 2, fen milligy, 1,13 
See neseveot ie rien 40 -§ mol. 50 


glucose disparu passe de 2,6 dans le cas de l’acétylacélate a 1,4 
dans le cas de l’oxygeéne. 

Comme précédemment, 
suivantes 

a) On ne retrouve que 44 p. 100 du glucose disparu mais 89 p. 100 
de l’acidité libérée sous forme d’acide lactique et d’acide acélique 
en admettant toujours que la formation d’une molécule de ce 
dernier libere une molécule de CO,. Nous en sommes conduit a 
penser qu’une grande partie du glucose a da étre transformée en 
matiéres de réserve. 

b) Il nous est impossible de trouver l'utilisation des molécules 
@oxygéne absorbé, attendu que la moitié du glucose nous a 


nous serons amenés aux remarques 


échappé. Nous pourrions peut-étre supposer les réactions 
. oe — 2H, 4 nie 
4 glucose —> 2 acide lactique > 2 acide acétique 


on acide acétique * 2 (C,H,0,)n 


Mais cela ne nous donnerait guére plus de renseignements sur 
le mécanisme de la glycolyse. 
c) Il s’est formé en présence d’oxygéne et de glucose de l’acide 
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acétylacétique mais la proportion est tres faible (voir p. 55). 
Nous retiendrons donc comme points essentiels de cette discus- 
sion et des expériences 

1° L’acidité libérée ne dépend pas de l’accepteur d’hydrogéne, 
que ce soit l’acétylacétate ou l’oxygeéne. 

2° La molécule de glucose perd deux fois plus d’hydrogéne en 
présence d’oxygéne qu’en présence d’acétylacétate. 


Ill. — Formation d’acide acétylacétique par le bacille M. 


Le bacille M produit toujours un peu d’acétone que Lemoigne 
altribue a la décarboxylation de Vacide acétylacélique. Mais, a 
notre connaissance, la production de cet acide par des micro- 
organismes n’avait pas encore été démontrée directement, comme 
nous l’avons fait avec le bacille M. 

1° L’acide acétylacétique peut se former aux dépens du glucose 
ou méme aux dépens des réserves des hacilles (40 bis), comme 
le prouve l’expérience suivante : les dosages d’acide acétylacétique 
ont été faits suivant la méthode indiquée. 

Des bacilles (1 g.) sont lavés trois fois avec 40 c. ¢, Cl. 0,9p. 100, 
on les émulsionne avec 8 c.c. KC] et 0,5 c.c. de tampon de phos- 
phate 0,45 M de pH 6,85, c’est lémulsion E avec laquelle nous 
avons les résultats (tableau V) : 


TABLEAU V. 


ACIDE ACETYLACETIQUE 
formé par cent. cube d’émulsion 
(milligramme) 


5 cent. cubes E + 0,2 glucose 20 p. 100: incu- 


bation 4 h. & 34° sous atmosphére d’oxygéne . O42 
5 cent. cubes E +- 0,2 cent. cubes eau : incuba- 
tion 4h. a 31° sous atmosphere d’oxygéne . . 0,044 


SE i ST SE 


On trouve d’ailleurs des traces d’acide acétylacétique décelables 
par Ja réaction de Simon Hopkins dans les corps bactériens eux- 
mémes apres destruction de ces derniers, soit par une ébullition 
trés rapide, soit par l’acide trichloracétique. 

2° Dans une autre expérience, nous avons étudié comment 
s'accumulait cet acide en présence de glucose 

10 g. de bacilles sont lavés trois fois avec 150 c. c. de CIK 


. = . “ oF . Re ~*~ 
(40 bis) Cela n’a d’ailleurs rien d’étonnant car les bacilles liberent 


de Vacide p-hydroxybutyrique qui, par oxydation, peut fort bien se 
transformer en acide cétonique. 
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0,9 p. 100. On les émulsionne avec 60 c. c. de CIK, 3,5 c. ¢. phos- 
phate, 0,45 M et 8 c.c. glucose 20 p. 100. 

On laisse incuber cette émulsion sous atmosphere d’oxygéne 
a 31°. Les récipients sont soumis A une agitation continue. 

On effectue des prélévements et on dose’ l’acide acétyl- 
acétique apres élimination des bacilles par centrifugation, d’ou le 
tableau VI. i 

Au cours de la glycolyse, le milieu s’acidifie jusqu’a pH 4,5 ; 


TasieAu VI. 


DUREB DE L'INCUBATION ACIDE ACETYLACETIQUE GLUCOSE DISPARU 
formé en milligrammes en milligrammes 
par cent. cube par cent. cube 


en heures 


on a vérifié qu’avec une faible quantité de glucose, la teneur en 
acide acétylacétique qui augmente au début redécroit dés que le 
glucose a disparu. a 

En résumé, la quantité d’acide acétylacétique formé est faible 
par rapport au glucose disparu. Si cet acide était un produit 
principal ou un intermédiaire de la glycolyse, il'devrait ou s’accu- 
muler dans Je milieu dans de fortes proportions ou se retrouver 
-réduit d’aprés ce que nous avons vu dans l’oxydo-réduction 
elucose-acide acétylacétique. Or, on ne retrouve que de faibles 
quantités d’acide @-hydroxybutyrique. I] se forme peut-étre du 
corps Y, mais celui-ci s’hydrolyse par une simple action diasta- 
sique, la formation de ce dernier 4 partir de Vacide @-hydroxy- 
butyrique ne peut alors se faire sans apport d’énergie extérieure. 
Nous pensons que l’acide acétylacélique doit plulot étre considéré 
comme un produit anormal de Ja glycolyse. 


Discussion. 


I. La recherche des conditions optima de l’oxydo-réduction fait 
apparaitre la fragilité du systeme enzymatique du bacille M : il 
faut prendre une culture d’un age déterminé et opérer a un pH 
voisin de la neutralité. La levure est, de loin, beaucoup plus résis- 
tante, ¢’est une raison de plus pour nous faire rejeter la possi- 
bilité d’une glycolyse phosphorylante en tous points identique 
chez ces deux organismes. 
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Il est normal de supposer que la cozymase est le coferment de 
la réductase de Vacide acétylacétique. Le transport d’hydrogéne 
se fait par son intermédiaire, du glucose sur l’acide acétylacétique. 
Mais si dans la fermentation alcoolique la cozymase est hydro- 
génée par laldéhyde phosphoglycérique, rien ne nous permet 
d’affirmer qu’il en est de méme ici. Lors de la formation d’alcool, 
celte oxydo-réduction est seule a libérer une acidité qui d’abord 
fixe se transforme en acidité volatile par la décarboxylation de 
Vacide pyruvique. 

La cozymase oxyde le glucose et c’est un produit d’oxydation 
de ce dernier qui, aprés transformation, est réduit par la cozymase 
hydrogénée, le cycle est fermé sur lui-méme tandis qu’avec le 
bacille M il faut pour quw’il y ait libération d’acidité, la présence 
simultanée d’un réducteur, le glucose, et d’un oxydant, lacide 
_acétylacétique. L’un de ces corps seuls ne libére pas plus d’acidité 
‘que sans substrat. 

Or, en admettant qu’il y ait 1 molécule d’acide lbérée lorsque 
la cozymase est réduite pour hydrogéner ensuite l’acide acétyl- 
acélique, nous sommes encore loin de l’expérience et il faut 
penser soit que la cozymase elle-méme. préside a d’autres oxydo- 
réductions, soit qu’une diastase différente agit de la méme fagon. 

Il est assez remarquable de constater que l’acidité libérée par 
unité de temps est la méme avec l’oxygéne ou lacide acétyl- 
acétique.; il est donc a supposer que c’est la vitesse d’oxyddtion 
du glucose qui est la plus lente de toutes et que c’est elle qui 
détermine Ja rapidité de la glycolyse, mais dans ce cas on ne 
comprend pas encore pourquoi il y a moins d’acidité libérée par 
molécule de glucose disparue en présence d’oxygéne qu’en pré- 
sence d’acétylacétate. 

La cozymase oxyde spécifiquement |’acide 8-hydroxybutyrique 
gauche ; comme Iriedmann, avec la levure, obtient de lacide 
droit, le mécanisme qu'il a étudié est é & un autre enzyme. 


If. A coté de la glycolyse, il y a lautolyse qui est un phéno- 
méne bien spécial, on ne retrouve dans les premiéres heures d’in- 
cubation que 25 p. 100 de Vacidité libérée sous forme d’acide 
(-hydroxybutyrique alors que l’on sait que si celle-ci se poursuit 
plusieurs jours, cetle proportion atteint 70 p. 100. La courbe 
(acidité formée sans substrat a d’abord une pente assez forte 
qui diminue ensuite pour atteindre une valeur constante a partir 
de la deuxiéme heure. 

Aprés une heure ou deux d’autolyse les bacilles ont perdu leurs 
propriétés oxydo-réductrices. IL y a done, dans cette période, 
destruction du systéme enzymatique et une partie de l’acidité 
libérée doit étre due a ce phénoméne. On concoit trés bien que 
dans cette opération, il y ait mise en liberté d’acide phosphorique 
par la déphosphorylation des coenzymes qui sont ainsi inactivés. 
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En présence de glucose seul, cette autolyse entraine une partie 
du sucre, et une partie de l’acidité libérée se retrouve sous forme 
dacide lactique au lieu de se retrouver sous une autre forme. 
Mais tout ce mécanisme est encore trés obscur. 

En présence de glucose et d’acide acélylacétique, le systéme 
enzymatique fonctionne et ne se désintégre pas de la méme maniére 
que sans substrat. Faire un bilan de J’oxydo-réduction devient 
donc difficile car nous ne connaissons pas en particulier l’acidité 
due au phénoméene d’autolyse, et pour interpréter les chiffres 
obtenus ct formuler les réactions qui se produisent on pourra se 
contenter d’une vérification assez grossiére, sachant bien qu’il 
est impossible d’avoir mieux 4 cause de la superposition de nom- 
breux autres phénomeénes. 

Ces restrictions étant-faites, nous dirons qu’il disparait. 1 molé- 
cule de glucose pour 1 molécule d’acide acétylacétique ou 1 molé- 
cule d’oxygéne. 

La glycolyse du bacille M comprend une partie qui peut se 
produire avee un oxydant faible comme l’acide acétylacétique et 
une autre partie pour laquelle il faut un oxydant plus énergique : 
loxygéne. Celle deuxiéme partie comprend l’oxydation de l’acide 
laclique qui ne peut se produire avec l’acétylacétate dont le pouvoir 
oxydant est inférieur 4 celui de V’acide pyruvique qui doit se 
former. 

L’acide acétique qui se produit dans la premiére partie ne peut 
létre a partir de l’acide lactique. I] pourrait néanmoins se former 
a partir de l’acide pyruvique que le bacille M produit par oxyda- 
tion du lactate en présence d’air. 

L’acide lactique et l’acide acétique sont donc des étapes de la 
fermentation @-hydroxybutyrique et le cycle de l’acide citrique est 
a éearler. 

Sur le devenir de l’acide acétique: nous -ne -pourrons: faire -que 
des hypotheses. La polymérisation de ce dernier ou la formation 
d’acide acétopyruvique, comme le suppose Krebs, ne suffit pas 
a expliquer les phénoménes, puisque l’acide acétylacctique qui en 
résulterait n’est pas un composé intermédiaire. 

L’hexosemonophosphate se polymérise en glycogéne et libére de 
l'acide phosphorique (41), mais on ne peut pas synthéliser direc- 
tement le glycogéne a4 partir du glucose, c'est théoriquement 
impossible. Par analogie, on peut penser qu il en est de méme 
ici et que l’acide g-hydroxybutyrique se produit a l'état dun com- 
posé phosphorylé qui par polymérisation donnera le corps. Y. 
L’acide acétylacétique proviendrait de Vhydrolyse anormale de 
Vester phosphorique correspondant qui, lui, serait un intermé- 
diaire normal de Ja glycolyse. 


(41) Kiessrine, Bioch. Z., 1939, 302, 50. 
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Et ceci nous ferait comprendre l’acidose chez les diabétiques. 
Tout comme avec le bacille M, Vacide acétylacétique serait un 
produit accidentel de Vorganisme humain, mais si celui-ci s’y 
forme, il entre en oxydo-réduction avec le glucose et produit 
ainsi, 4 cété de l’oxygéne, une acidité qui est surtout fixe et ne 
peut étre éliminée par les organes respiratoires. 


Résumé. 


En anaérobiose et en présence de glucose, le bacille M de 
Lemoigne réduit Vacide acétylacétique en acide @-hydroxybuty- 
rique gauche. Celle oxydo-réduction qui est favorisée par un pH 
de 7 libere une acidilé qui peut étre cing fois plus forte que celle 
libérée par autolyse. Les bacilles en présence de glucose seul ou 
d’acétylacétate seul ne libérent pas plus d’acidité que sans 
substrat. 

Au cours de loxvdo-réduction glucose-acide acétylacétique, le 
glucose est transformé en acides lactique et acélique qui ont été 
identifiés. Il a été trouvé que le bacille M pouvait produire de 
Vacide acétylacétique dont la formation par des bactéries, bren 
que supposée, n’avait pu étre démontrée. 

I] est signalé que le réactif de Tollens oxyde Valdéhyde sans 
toucher a lacétone et que la réaction de Legal peut servir au 
dosage de l’acide acétylacétique. 

Nous tenons & remercier ict M. le Professeur Lemoigne pour 
la bienveillance avec laquelle il a suivi ces travaux. 


NILES tS 


LE MECANISME PHYSICO-CHIMIQUE 
DE L’ACTION OLIGODYNAMIQUE DU MERCURE 


par R. SEIGNEURIN et G. RENOUX, 


(Laboratoire de microbiologie 
de la Faculté de Médecine de Montpellier.) 


L’action « oligodynamique » des métaux, entrevue par 
Raulin, étudiée par Naegeli, a suscité de nombreux travaux. 
Mais, chose curieuse, dans la masse importante des publica- 
tions, il en est peu qui ont trait au mercure. Gaspard sur les 
tétards, Gayon et Dupetit, Ferré sur les microbes, ont étudié 
Vaction de ce métal. Merget a donné une interprétation 
devenue classique de l’action toxique du mercure : de ses 
expériences et de celles de ses devanciers, il tire la conclusion, 
encore communément admise, que le mercure, pour agir, doit 
étre vaporisé, et que c’est sous cette forme de vapeur, non 
sous forme d’un sel, qu’il agit. 

Mais puisque les organismes récepteurs contiennent toujours 
de Peau, le mercure ne s’y dissoudrait-il pas en petite quan- 
tite? 

Notre intention, dans ce mémoire, est d’établir 4 quel pro- 
cessus semble répondre la réalité des faits observés ; pour 
cela nous étudierons le phénoméne de Ja « mercurialisation » 
de Veau, c’est-a-dire la transmission 4 l'eau du pouvoir oligo- 
dynamique du mercure, par contact réciproque de ces deux 
liquides. Le support de la propriété de l’eau ainsi mercuria- 
lisée provient-il d’une dissolution du mercure dans l’eau (dis- 
solution de vapeurs ou de mercure métal) ou, au contraire, de 
la formation d’un ion mercurique ? 

Tel est le probléme que nous nous proposons d’étudier dans 
les pages qui suivent, en envisageant l’aspect physico-chimique 
du phénoméne, les conceptions qui s’en dégagent et les conclu- 
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’ r . s) gle Di nhe., x} ¢ : 
sions que l’on peut déduire de l'étude des modalités d'action 
oligodynamique du mercure et de l'eau mercurialisée sur cer- 
tains ¢tres vivants (microbes, poissons, tétards, cobayes). 


Mercurialisation de ]’eau. 


Nous désignons sous ce terme (Lisbonne et Seigneurin) 
Vacquisition par l’eau, aprés contact avec du mercure et sépa- 
ration de ce dernier, de certaines propriétés : pouvoir oligo- 
dynamique et réaction spécifique colorée : coloration violette 
avec la diphénylearbazide (ce composé est un réactif extréme- 
ment sensible de lion mercurique). 

Qu’il y ait dissolution du mercure métal dans l’eau, pas- 
sage de ses vapeurs dans l'eau et dissolution de celles-ci, ou 
bien formation d’un composé ionisé, la mercurialisation se 
traduit expérimentalement par ces deux caractéres. Ce sont 
eux qui nous permettent de déceler la mercurialisation d'une 
eau, et leur intensité nous révéle lintensité de cette mercu- 
rialisation. 


DETECTION DE L EAU MERCURIALISEE. 


On trouve dans la littérature de nombreuses méthodes de micro- 
dosage du mercure (méthodes de Denigés & Vammoniaque ct Viodure -. 
de #potassium ou a liodure cuivreux, de Spacu et Suciu A l’éthyléne- 
diamine, de Pinkus et Katzenstein au cupferron). Merget se servait de 
papiers buvards imprégnés de nitrate d’argent ammoniacal ou de 
chlorure de palladium. Muni de ce papier réactif, il découvre que les 
vapeurs de mercure sont capables de diffuser, non seulement & travers 
les liquides, mais aussi 4 travers les corps poreux, le bois, les étoffes, 
la pierre, les murailles. 

De tous les procédés de dosage, le plus simple et le plus sensible est 
celui qui fait appel a la diphénylcarbazide. Ce corps, de formule 


(/NH NH Gall, 


Q= 

ANI] NH el, 
en solution alcoolique 4 1 p. 100, donne avee les sels de mercure, en 
solution neutre ou faiblement acide, une coloration bleu ‘ violet 
intense, disparaissant dans Je chloroforme ou le sulfure de carbone 
(Cazeneuve). D’aprés Scott, il est plus facile d’obtenir cette coloration 
en ajoutant a la solution un exces de carbonate de sodium solide. Les 
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sels mercuriques agissent comme oxydants de la diphénylcarbazide 
quils transforment en eau et diphénylcarbazone ; il se forme fina- 
lement 

NH — NH — GH, YN = N — Gil, 


O24 20 => 720H, + O=C 


NENA = GH, WEN] CE, 


un deérivé organo-mercurique. 

La diphénylearbazone, en solution alcoclique saturée a la tempéra- 
ture ordinaire, est employée comme réactif des sels de mercure en solu- 
tion neutre. Ce réactif permet, par ailleurs, de doser colorimétrique- 
ment le mercure ; la méthode employée est la suivante (Stock et 
Polland) : on compare au colorimétre la solution A analyser et une 
solution de bichlorure de mercure de titre connu, aprés les avoir trai- 
tées par la diphénylcarbazide (IV gouttes de solution saturée alcoolique 
de réactif dans 2 cent. cubes de liqueur [Stock et Zimmermann]). On 
peut aussi déterminer (Béltger et Hemzer) au_ spectrophotométre 
absorption de la solution de mercuridiphénylcarbazone. 


C’est de ce procédé que nous nous sommes servis (IV gouttes 
de la solution alcoolique a 1 p. 100 dans 2 cent. cubes de solu- 
tion) : on peut ainsi apprécier jusqu’’a 10—* grammes d’ion 
mercurique. 


Etude physico-chimique 
du phénoméne de « mercurialisation » de 1’eau. 


4° NouS AVONS D’ABORD PREPARE DU MERCURE ET DE L’ EAU 
A L ETAT DE PURETE LA PLUS COMPLETE POSSIBLE. 


a) Purification de Veau. L’eau distillée est bidistillée en présence de 
baryte dans un appareil continu entiérement en verre Pyrex ; elle est 
conservée dans des flacons en Pyrex. 

b) Purification du mercure. Le mercure est filtré 4 travers un enton- 
noir de papier filtre percé d’un trés petit orifice ; il y a arrét mécanique 
des impuretés grossiéres. Ensuite il subit une deuxiéme purification 
en traversant en pluie fine une colonne contenant de |’acide nitrique 
a 8 p. 100 et deux autres colonnes laveuses d’eau distillée. Le mercure 
est alors porté A distiller sous le vide. I] est conservé sous le vide dans 
l'appareil jusqu’au moment de l’emploi (Carriére, Seigneurin et Renoux). 

c) La verrerie utilisée est en verre Pyrex ; les flacons sont entourés 
de papier noir qui les met enti¢rement a UV’abri de la lumiére. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 69, ne 3-4, 1943. 7 
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Nous mettrons donc en présence de l'eau et du mercure 
purifiés ; ce dernier retiré, nous étudierons la quantité de 
mercure retenue par l’eau et ]’état sous lequel il se trouve 


2° INFLUENCE DE LA TEMPERATURE (1). 


A priori, on pouvait penser que la température était un 
facteur important de l’intensité de la mercurialisation de l’eau. 
Pour le vérifier et en préciser les modalités, nous avons 
étudié la mercurialisation 4 diverses températures : —10°, 
AAO BI Bo en SES Te. ee Fer O07 Pete cee 

Aprés vingt-quatre heures de contact entre 10 cent. cubes 
d’eau et 1 cent. cube de mercure, a ces diverses températures, 
nous avons obtenu des résultats constamment analogues au 
cours de nos essais. 


TABLE 

1/4 D’HEURE 4/2 HEURE 3/4 D'HEURE 4 EUR 

— 407... 2.0 22. 444444 | +4+4+444+ | +44+444+ | 4+4+4+4- 

ae 28 oe 6 pao ee ei) Seqeqrarsrae Stecteatestoateat SRA SE PSP ae Giaataalaann 
ae eG oe voc Clb als SEqPaP Ses elects teeta Stecte + 
Sil sens ate eos +--+ + 0 0 
fan ABO els agate see + 0 i) 
O08 re Soe Poet tay ee ae SP ASSP ose +++ + 0 

sr Oe. 6 0 a 6 oo 0 ofl SPSRSESRGESF Settee stectoat SP ara PAE Srar Stet ata 

c Pee aed. Oumar oilol Stestec heat oatealna SPP a aro SAR IPSESE Stet ate 


-++, moins de 10 colonies; + -, 10 4100 colonies; +++, 100 A 1.000 colonies; 0, absence de 
I SI RE CE AS TE 


(1) C’est une observation fortuite, la chute d’une goutte de mercure 
dans un tube de bouillon ensemencé par Br. melitensis, qui nous a 
permis de constater l’action toxique du mercure in vitro pour les 
microbes. En effet, ce tube est resté stérile, alors que des tubes sem- 
blables ensemencés en l’absence de mercure permettaient un déyvelop- 
pement normal de la souche microbienne. 

On avait déjé vu (Gayon et Dupetit, Ferré) l’action toxique du mer- 
cure sur certains microbes : bactéries dénitrifiantes, bactéridie char- 
bonneuse, bacille typhique, colibacille, staphylocoque, etc.. 

Nos expériences ont porté sur la stérilisation de suspensions micro- 
biennes stagnantes et sur Ja stérilisation de suspensions en circulation 
continue. 

Les eaux de source, de rivi¢re, de puits contenant naturellement ou 
artificiellement plus de 10.000 coli au litre, se sont montrées stériles 
aprés qu’on les eut abandonnées A la température du laboratoire en 
présence de mercure sous sa forme métal. Des suspensions diverses 
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On étudie la mercurialisation suivant la technique suivante : 

a) Coloration par la diphénylcarbazide : mesure de l’inten- 
sité de la coloration avec le colorimétre de Dubosq-Hellige, 
comparaison avec une solution de Cl,Hg a 0 gr. 01 p. 1.000. 

b) Pouvoir oligodynamique : on prépare une suspension de 
B. d’Eberth (culture de vingt-quatre heures sur gélose) conte- 
nant 22 4 24 millions de germes au centimétre cube ; ont met 
10 cent. cubes de cette émulsion dans un tube stérile avec 
1 cent. cube de j’eau mercurialisée A étudier ; on laisse en 
contact 4 la température du laboratoire ; chaque quart d’heure 
ou demi-heure on préléve 1 cent. cube du mélange qu’on ense- 
mence entiérement sur un tube de gélose inclinée. En méme 
temps, on ensemence de la méme maniére a partir d'une sus- 
pension témoin, de méme densité microbienne et ne contenant 
pas d’eau mercurialisée : ces témoins se sont toujours déve- 


lw. 41/4 NT WY A Hn. 3/4 2 HEURES 2H. 41/2 48 HEURES 


F+t+t | t+t+t+ | ++++4++ | ++4+4+4+4 | t4+4+4+4+4 | +4+4+444+ 


eee eric ht Wedtaty Li bee es | det bb ++ 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 


++t+++ | ++4+4+4+4+ | +44+4+44+ | t+4+4+4+4+ | +4444 | 44-4 
t+t++ | ++4++44+ | +44+444 | +4++4+4++ | 4444+ | $44.4 


ure. 


B. coli, staphylocoque, v. cholérique, Br. abortus ont été rapidement 
stérilisées par l’eau mercurialisée (Lisbonne et Seigneurin). 

Ces premiéres expériences ont montré que la vitesse de stérilisation 
dépendait, d’une part, de la quantité de mercure utilisée, d’autre part 
de la nature des microbes et de leur nombre. 

De tels résultats avaient donné l’idée d’essayer ]’épuration micro- 
bienne des eaux en écoulement continu (Lisbonne et Seigneurin). 
L’eau, artificiellement souillée et contenant 60 4 100.000 coli au litre, 
passe sur une petite cuye dont le fond est recouvert de mercure. Au 
premier jour de fonctionnement de l’appareil (débit horaire 6 a 10 
litres), il n’y a plus que 100 coli au litre a la sortie de la cuve ; trois 
jours aprés, l’eau ne contient plus de colibacilles vivants. Cette expé- 


rience — la premiére ot Haction oligodynamique d’un métal est 
utilisée en circuit ouvert, sur de grandes quantités — aurait pu rece- 


voir des applications pratiques, si }évidente toxicité de l’eau mercurielle 
pour les yertébrés ne nous en avait empéchés. 
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loppés normalement dans la durée de nos expériences. On 
compte les colonies au bout de deux ou trois jours d’étuve 
Heol. 

Nous avons ainsi effectué plusieurs dizaines d’expériences ; 
les résultats groupés dans le tableau ci-aprés montrent que 
la mercurialisation est fonction de la température. 

Dans ce tableau, la colonne indique les températures de mer- 
curialisation; la colonne du haut les temps de contact entre la 
suspension de B. d’Eberth et eau mercurialisée (on détermine 
une vitesse de destruction des germes). 

L’appréciation de Ja mercurialisation par la diphénylcar- 
bazide donne les résultats suivants, exprimés en grammes de 
mercure par litre de solution (courbe 4). 


TABLEAU II. 
— 40°. 0 gr. 00067 de Hg par litre. 
ebay Us 0 gr. 00083 — a= 
si eS 0 gr. 0018 = = 
is 7 0 gr. 0042 ES: = 
+ &be 0 gr. 0031 = = 
+ 90° 0 gr. 0040 = = 
+- 100° 0 gr. 00085 = = 
+ 128° 0 gr. 00075 — — 


Ces résultats sont paralléles & ceux donnés par la mesure 
du pouvoir oligodynamique. 

La température a une influence incontestable sur Vintensité 
de la mercurialisation de Veau : vers 45°, le support de la 
propriété microbienne se trouve au maximum dans T eau. 

La connaissance de cet unique facteur, la température, ne 
permet pas de conclure sur la nature de ce phénoméne. Toute- 
fois, il met en évidence deux points : 1° le parallélisme du 
pouvoir oligodynamique avec la quantité dion mercurique dosé 
par la diphénylcarbazide ; 2° Vexistence dune réaction chi- 
mique complexe, résultante probable d’une combinaison dont 
Vintensité (et par suite la vitesse) croit avec la température, 
et dune décomposition dont Vintensité (et la vitesse) croit 
aussi avec la température : ce qui expliquerait le maximum 

° 


de 45° observe. 
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ae INFLUENCE DU TEMPS DE CONTACT ENTRE L’ EAU 
ET LE MERCURE. 


T a eee OP 4 hale . . . ° ; 
Nous avons étudié la mercurialisation en fonction du temps 
de contact réciproque entre l'eau bidistillée et le mercure 


0,012 (2) 
0,040 
© 00g 
' 
© 006 
0004 
0,002 
(1) 
a e 
° 40 20 » 40° 50° 60 Jo” go 90° 100 10 tho 130 
$$$ $$ 
24 ye Gale of 
. 1 . wo 4 oo 
ie Bor os'™ be Fo 
C) 38 76 


En ordonnée : grammes de IIg par litre. En abscisse : (1), température; (2), 
temps de contact; (3), surface de contact Hg eau; (4), pression atmosphérique 


en eau de Hg. 


purifié. Les résultats sont évalués comme précédemment par 
la détermination du pouvoir oligodynamique et le dosage de 
Vion mercurique par la diphénylearbazide. 

a) A la température constante de 18° : 
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10 cent. cubes d’eau en présence de 1 cent. cube de mer- 


cure (courbe 2). 


TEMPERATURES 


TaBLeau III. 


POUVOIR OLIGODYNAMIQUE Cet 
mercure 
décelée par 
diphényl- 
carbazide 
en 
grammes 
p- 1.000 


TEMPS 


de contact 


1/2 heure 
3/4 d’heurc 
1 heure 


e 

| 
~ 
Se 
= 


49 heures. F 0,0014 
24 heures. ; F 0,00418 
45 heures . + 0 0,0058 
2mois. . 0,013 


b) Comparaison entre un temps de contact de dix-neuf 


heures et un contact de vingt-quatre heures & diverses tempé- 
ratures 


10 cent. cubes en présence de 1 cent. cube de mercure. 


TasBLeau LY. 


POUVOIR OLIGODYNAMIQUE 


1/2 heure 1 heure 1h. </2 


19 heures 24 heures 19 heures 24 heures 19 heures 24 heures 


+4t.t4+4+] 444.444 


+++.+4++ 
tH+t+.t4++]t4++.+4+4+ [+++ +44] 444-44 | 444.44 | +44. 
+++.+ | +44+.+ ++ a 0 0 
are -- 0 0 0 0 

+ ate 0 0 0 0 
+++ +++ 0 0 0 0 


c) Pour des proportions différentes d’eau et de mercure 
(500 cent. cubes d’eau et 5 cent. cubes de mercure) nous avons 
obtenu les résultats suivants, a 18° : 


TABLEAU VY. 
TEMPS DE CONTACT QUANTITE DE MERCURE 
GUIOUI'S <'..<0's espe ay feb te Usk peeeeeea ee ee eee Traces indosables. 
PINOT IA ities otk eOLe Sich tos om 6 0 gr. 00525 p. 1.000 


19 ‘TONG /L.02 Aa aan eee ee eee 0 gr. 0114 
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Ces divers tableaux montrent que la mercurialisation est 
d’autant plus grande que le temps de contact entre eau et 
le mercure est plus long : cependant elle ne lui est pas pro- 
portionnelle, mais elle tend vers une limite. 


4° INFLUENCE DES VOLUMES RESPECTIFS 
D EAU ET DE MERCURE. 


50 CENT. CUBES EAU 500 CENT. CUBES 
TEMPS DE CONTACT +5 cent. cuBpEs DE Hg -+ 5 cent. cubes pe Hg 
a 18° proportion de Hg proportion de Hg 
en volume : 1/10 en volume : 1/100 
PLINNOTS GGG a «: 0 gr. 013 de Hg p. 1.000 » 
4 mois 2/10... » 0 gr. 00525 de Hg p. 1.000 


De nombreuses expériences nous ont donné des résultats 
analogues : la mercurialisation est d’autant plus forte que la 
proportion de mercure est plus importante. Mais prenons deux 
tubes de Pyrex identiques de 15 millimétres de diamétre 
environ ; versons, dans le premier, 4 cent. cube de Hg et 
10 cent. cubes d’eau, et, dans le deuxiéme, 2 cent. cubes de Hg 
et 20 cent. cubes d'eau; on devrait s’attendre & une mercu- 
rialisation identique dans les deux cas puisque les volumes 
respectifs d’eau et de mercure sont les mémes ; or, aprés vingt- 
deux heures de contact a 37°, la mercurialisation du premier 
tube atteint 06,0011 et celle du deuxiéme 0,0005, soit la moitié 
moins environ. Tout s'est passé comme si la quantité de mer- 
cure n’était pas intervenue, mais seulement l’élendue de sa 
surface qui, étant la méme dans les deux tubes, mercurialise 
dans le deuxiéme tube une quantité d’eau double de celle du 
premier tube. 


5° INFLUENCE DE L AIRE DE LA SURFACE DE CONTACT 
ENTRE LE MERCURE ET L EAU. 


Pour des proportions respectivement identiques de mercure 
et d’eau, la mercurialisation différe selon la forme du flacon 
utilisé : elle est proportionnelle a laire de la surface de contact 
mercure-eau. C'est ce qui ressort de nos expériences. L’une 
d’elles se résume dans le tableau suivant (courbe 3) : 


104 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TaBLeau VI. 


A 18° APRES UN CONTACT DE 2 MOIS 


Cee ee ee 


Quantilé 
de mercure 


Proportion Aire de la surface mise en évidence 
par la 


d’cau et de mercure de contact eau-mercure diphénylcarbazide 
en gramme 
p- 1.000 


500 c. c. eau + 50 c. c. Hg.| Cercle de 95 mm. de diametre 0,013 

n0emis. 

500 c. c. eau + 25 c. c. Hg.| Cercle de 83 min. de diamétre 0,012 
ey errn: 


500 c.c. eau + 5c. c. Hg.) Petit croissant = 15 cm*environ. 00073 


L’aire de la surface de contact mercure-eau influe sur |in- 
tensité de la mercurialisation de l'eau qui, la encore, tend 
vers une limite. 

Comme on le voit, la réaction complexe qui s’effectue est 
sous la dépendance de la température, du poids des éléments 
en présence, de leur surface de contact et du temps de contact. 
Que peut-il se produire ? Dissolution du mercure (liquide col- 
loidal ou & Vétat de vapeurs), ou bien (ce qui semble plus 
conforme aux résultats précédemment exposés), formation 
d’un oxyde ou d’un hydrate de mercure aux dépens de l'eau 
ou de lair surnageant > Les expériences suivantes permettent 
de vérifier la correction de cette derniére hypothése. 


6° MERCURIALISATION SOUS LE VIDE. 


Supprimons, en faisant le vide au-dessus du mélange mer- 
cure-eau, l’atmosphére d’air qui s’y trouve normalement dans 
les expériences précédentes. Si la mercurialisation résulte 
dune simple dissolution du mercure ou de sa vapeur dans 
Veau ou d'un phénoméne physique quelconque, elle doit aussi 
bien, et méme mieux, se produire dans le vide. Or Veapé- 
rience montre qu'il n’en est rien. 

a) Deux Erlenmeyer identiques contiennent chacun 2 cent. 
cubes Hg + 20 cent. cubes eau bidistillée ; l'un est porté sous 
la cloche 4 vide (sans déshydratant) A une pression de 4 cent. 
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cube de mercure. L’autre est laissé A la pression ordinaire ; 
contact de quarante-cing heures a 18°. 
Mercure dosé par la diphénylearbazide 


SOUSMeAVIde Peay uc ees Sans 6 SS 0 (indosable). 
130 ORESOMNOS CHINE (Sooo we 6 © ob oo 6 oA 0 gr. 0058 p. 1.000 


Pouvoir microbicide : 


CULTURES 
1/2 heure 4 heure AM ay 1/2) 2 heures 3 heures 
Sous le vide. . .|+4+++4++4+)4+4+4+444/+4+4+4+| 44+ + 
En présence d air. 0 0 0 0 0 


b) Méme expérience avec un temps de contact de vingt-cing 
heures : 
Mercure dosé par la diphénylcarbazide : 


SOUSsl ORV Char reruere ee seamen ee ccs Coles Manes Indosable. 
3) FORESEES. CIANIE 2 os 6 cid GG ood Oo ote 0 gr. 0014 p. 41.000 


Achion bactéricide : 


CULTURES 


1/2 heure 4 heure iL Vie ai 2 heures 3 heures 


Sous le vide. . ./++++++/++++++|44+++4+4/+ +4444] +4444 | 
En présence dair.| ++-+++ +++ + 0 0 


La mercurialisation est considérablement relardée par le 
vide. — Tout porte A croire que si le vide était plus poussé, 
elle s’annulerait. On peut aussi procéder de la facon suivante : 
prenons plusieurs tubes de Pyrex identiques et versons dans 
chacun d’eux 1 cent. cube de mercure et 10 cent. cubes d’eau 
bidistillée. Fermons-en quelques-uns 4 la flamme de facon 
qu’il ne reste pas d’air emprisonné au-dessus du liquide 
(tube 1) ; fermons-en d’autres de facon telle qu’il reste environ 
40 cent. cubes d’air au-dessus du liquide (tube 2). Enfin laissons 
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les autres ouverts & lair libre. Aprés vingt-deux heures de 
contact 4 37° on constate les résultats suivants 


Tasteau VII. — Dosage du mercure par la diphénylcarbazide. 
Tubes isi, civcey 2.28 (tence ieee poe Un ae a. 

UN Seen Cenc Gis goes con 65 Wit UM jms SOUL 
Tubess) <>. ge ee 0 es ces ee uterss o) coe OFC EeR OOMHIO REO OD 


Pouvoir bactéricide : 


CULTURES 
io 1 heure AD Tomty 2 2 heures 3 heures 
Tube 1. +++++ +++++4+ +4444 44444 4444+ 
‘ubes2iae +++ a + oe 0 
Tube 3. ++ i) 0 0 0 


Ainsi, la mercurialisation de eau est d’autant plus impor- 
tante qu'il y a plus d’air au-dessus du mélange mercure-eau :‘ 
tout se passe comme si l’air jouait un role indispensable dans 
ce phénomene. 


7° MERCURIALISATION SOUS DES ATHMOSPHERES GAZEUSES 
ET DES PRESSIONS DIFFERENTES. 


Si nous remplacons l’air par différents gaz, azote, hydrogéne, 
oxygéne, on constate, aprés contact de vingt-quatre et quarante- 
cing heures, que la mercurialisation ne se produit que dans un 
lot de flacons, ceux qui contiennent une atmosphere d’oxygene. 

En récapitulant les notions acquises par les expériences 
précédentes, nous voyons que la mercurialisation résulte de la 
formation dun composé mercuriel dissous a LVétat de traces 
dans eau, composé dont anion est fourni par le gaz surna- 
geant le mélange mercure-eau. 

Tout porte a croire que cet anion est l’oxygéne : témoin les 
expériences suivantes. 

Faisons barboter, dans des Erlenmeyer contenant 400 cent. 
cubes d’eau bidistillée et 10 cent. cubes de mercure, de l’oxy- 
géne sous pression ; d'autres Erlenmeyer identiques sont 


simplement placés dans une atmosphere d’oxygéne, sans 
barbotage. 
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Aprés contact de vingt-quatre heures & 48°, on constate les 
résultats suivants 


Avpreswbarho lagen duilcgeai em a) ee mene) nC) er. 0052 p. 1.000 d'Hg. 
Sans barbotage d’Hg. . .. . op esnips eee OLEr. 20016 p..a,0000d He: 
CULTURES 

ee 

1/4 Vheure 1/2 heure 3/4 dheure 1h. 1h.1/2 2h, 

Aprés_ barbotage a a - op ie 

COUN E aS any) Beare + 0 0 0 0 0 
Sans_ barbotage 

Ghee c 2. ++it+++ +4++4++ F¢4+++ + 0 0 


Il y a tout leu de penser que le composé formé est un oxyde 
de mercure (oxyde mercurique puisque la diphénylearbazide 
dose lion mercurique) : nous devons obtenir une vérification 
de cette hypothése, d’une part en effectuant la mercurialisation 
sous des pressions d’oxygéne différentes, d’autre part en 
recherchant le pH et en faisant |’électrolyse du composé 
formé. 

Un appareillage trés simple nous a servi pour l’étude des 
pressions : un Erlenmeyer de 300 cent. cubes contenant 
100 cent. cubes d’eau bidistillée et 10 cent. cubes de mercure 
purifié est obturé par un bouchon de caoutchouc a deux trous. 
L’oxygéne sous pression est envoyé dans le flacon par un tube 
coudé et la pression se lit en centimétres de mercure sur un 
tube manométrique en U. Les pressions exercées se maintien- 
nent a peu prés constantes pendant vingt-quatre heures a 18°. 

Dans ces conditions nous avons obtenu les résultats suivants : 


0 (pression atmosphérique). ..... 0 gr. 0016 p. 1.000 de Hg. 
asrcentimvetres de Hea. se. - 2 weeps  Oer. 003% _ _ 
1G COMETS WIE IIs 5 4 66 6 oo oO 0 gr. 0025 _ —_— 


La mercurialisation augmente nettement avec la pression de 
loxygene surnageant le mélange; mais, comme pour la tempé- 
rature, il trouve une pression optima ot la mercurialisation 
est maxima. 

On peut admettre que la mercurialisation est un phénomene 
chimique : oxydation du mercure et dissolution de traces de 
composé dans l'eau. Les facteurs de cette réaction, étudiés aux 
paragraphes précédents, confirment cette maniére de voir 
cest une réaction dont Vintensité (la vitesse) croit avec la 
température, qui est proportionnelle (selon certaines modalités) 
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au temps de contact entre les divers constituants du mélange, 
i leurs volumes et leurs surfaces respectif{s de contact, a leur 
pression. 

Le pH et l’électrolyse vont nous fournir d’autres rensei- 
enements suggestils sur l’existence d’un tel composé dans 


=~ 
c 


? 


eau 
8° Le pH. 


L’eau mercurialisée est alcaline comparativement 4 | eau 
bidistillée. 

Mettons dans une série de tubes en Pyrex identiques, 
10 cent. cubes d’eau bidistillée et 1 cent. cube de mercure ; 
additionnons le mélange de quelques gouttes de phénolsulfo- 
phtaléine : eau prend une teinte jaune canari (pH 6,7-6,8). 
On ferme a la lampe la moitié des tubes, en emprisonnant le 
moins d’air possible et on laisse a lair libre les autres tubes. 
Huit jours aprés on ne constate pas de changement de teinte 
dans les tubes scellés ; au contraire les tubes oe accusent 
une alcalinisation trés nette (teinte rose, pH 7,6-7,7). Cette 
alcalinisation est en faveur de l’hypothése de la ee d’un 
oxyde. 


9° ELECTROLYSE DE L’EAU MERCURIALISEE. 


Hypothése encore confirmée par cette méthode ; par élec- 
trolyse de eau mercurialisée on obtient une dissociation de 
cette eau : le support de la propriété microbicide passe au pole 
négatif. Dans un tube en U renversé, terminé par deux élec- 
trodes en platine, on fait passer, pendant douze heures. un 
courant de 110 volts (ongueur de chacune des branches du 
tube 10 centimétres, distance totale entre les électrodes 
35 centimétres, diamétre du tube 10 millimétres). Résultats 


Kau mercurialisée initiale . . . . . Seog e eo eo oe NER MIOO ps OO 
Eauimercurialisée dttypoley--s ascents nn en nsoeenle (e). 
Eau mercurialisée du pole— ........ She gh eh eer gr. 0200 p. 1.000 
CULTURES 
TR Er 
1/4 Vheure 1/2 heure 3/4 0 heure ihe ths 1/27 2th: 


Eau mercurialisée 


initalews cs oom +4444 at 0 0 0 0 


Eau mercurialisée 


_du pole + _ eee tort4+4+ 4444+ 4444+ 444+ ar 0 
Eau mercurialisée 
du poles tee = 0 0 0 0 0 0 
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Tasteau VIII. 


3 CULTURES 
= VLEILLISSEMENT 
5 1/2 heure 1 heure Sine gUR4 2 heures Qh. 1/2 3 heures 
Départ 4. 0 0 0 O 
Vieil. 24h. 0 0 0 0 
7 48 h. ++ + + o : 
TMs ol) qraparse 2b de + 
| ip RGEC Rook crea Cee Mess We rerBrera Bowt-runa: b/7esRrat 
Départ ++++ = 0 0 0 
Vieil. 24 h. +++++ ++ ++ 0 0 
8° 48h. .}++4++4+4+4+ Spare F ae a 0 
72 No o AR SPSPAESESe|| SRSEARSRSE 0 
| 7s Rites sia es ees pain Go oe Pa eter eres ary 
Départ. + 0 0) 0 0 
Vieil. 24h. . + 0 0) 0 0 
Do 48 h.. ++ == + + 0 
ore eee oe + 4 0 
\ Ce attest eetecta l atecte ot cemtemtaital cigealemats aimalpeain |vatnatantanetpatall aime ate ateetn | alee tamtaataeti 


La mercurialisation de l’eau est en relation, non pas avec 
l’émission de vapeurs mercurielles (qui aurait du étre favorisée 
par le vide, du moins non influencée par l’hydrogéne ou le 
scellement des tubes) mais avec la production d'un ion 
mercurique. 


TABLEAU IX. 


TEMPS DE VIEILLISSEMENT TEMPS DE VIEILLISSEMENT TEMPS DE VIEILLISSEMENT 


24 heures 48 heures 72 heures 
; Bompe ae SOMES) Tomps de contact Temps de contact cau-suspension 
A eau-suspension eau-suspension 
ee 
> Ay S) ; 2 © % is 
z a @ | se | eS z 2 Po || a 2 2 SU ict 
Bee ees | Sk eee | a) os Pie eae | = 
oe a] a Fe ai = ao) ra Z| = = 73 a a 2 
~~ = ha _ = a) _ <= << aaa ce = = -_ 
om ; o ar) 
Pp} + | +f o0{ 0} o |+++] +] 0 | © | O [+4+4+44]. 0 0 | 0 |} 0 
Bie | OF 0) 0 1 0 |} + 0 | ONO) Opt CE OOO 
Bite) +} Of O | 0, (+++ ++] Of} 0 | O (+4444) 4+444),+ |=] = 
ee On| OO OP. |e | O10 +4+4+4++] +4 | 0 | 0 | 0 
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TEMPS DE VIEILLISSEMENT TES 
24 heures 
TEMPERATURE 


a Temps de contact eau-suspension Temps de 


vieillissement 


4/2 heure | 3/4 @heure 4d heure 1h. 1/4 4) h. 1/2 1/2 heure | 3/4 : 


eee ee 


Kl Ate + +++4++ 
atdeaicy a 0 por 

0 aa | 
clog + ++4+4++| +4 


40° VIEILLISSEMENT DE L’EAU MERCURIALISEE. 


L’eau, ainsi mercurialisée, conserve-t-elle indéfiniment, une 
fois séparée du mercure, ses propriétés oligodynamiques et sa 
réaction a la diphénylearbazide > 

a) Abandonnée 4 48°, a lair libre et dans une demi- 
obscurité, ]’eau mercurialisée perd peu a peu ses propriétés 
oligodynamiques. 

Elle perd aussi une certaine quantité de ses ions mercuriques 
dosables par la diphénylcarbazide. 

L’eau « mercurialisée » est probablement le siége d'une 
réaction de dissociation du composé mercurique formé, comme 
le montre l’étude de V’influence de la température et de l’atmo- 
sphére surnageante sur cette vitesse de réaction. 

b) Influence de la température sur la vitesse de vieillissement. 
— On abandonne l'eau mercurialisée dans des tubes ouverts, 
i différentes températures, pendant des temps variables au 
bout desquels on détermine l’action oligodynamique sur des 
suspensions de bacilles d’Eberth (28 millions de germes par 
centimétre cube). 

Le tableau (tableau IX) montre que le vieillissement A 37° 
entraine une perte plus rapide du pouvoir oligodynamique 
qu’aux autres températures ; inversement 4 18° Ja vitesse de 
vieillissement est la plus petite. 

c) Influence de Vatmosphére surnageant le liquide. — Les 
mémes expériences étant reprises en conservant Veau mercu- 


ACTION OLIGODYNAMIQUE DU MERCURE aa 


BO SEMEN TEMPS DE VIBILLISSEMENT 
72 heures 


spension Temps de contact eau-suspension 


ire 1h. 4/4 1 hi. 1/2 1/2 heure 3/4 d’heure 1 heure 1h. 1/4 1 h. 1/2 
0 0 |4+4+4+4+4+) + + + - 
0 0 Settee te eat ont te Se 
0 0 ++4++4+ ] +++ 0 0 0 
+ | +++ ++ |4++4++4++]4+4+4+4+] +444] +44 fo 


rialisée en ampoules scellées, on constate que le support de la 
propriété bactéricide disparait beaucoup plus rapidement. 

Si le mercure était dissous dans l’eau a4 l'état de vapeurs, 
on devrait avoir un résultat inverse. 

Il est légitime, dés lors, de conclure a lexistence d’un r0n 
mercurique dissous, présent dans Veau sous forme d’oxryde 
instable, qui tend a se décomposer continuellement, mais que 
Voxygene de lair reforme a tout instant, sans toutefois, a la 
longue, pouvoir le reconstituer inlégralement. 
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Présidence de M. JAcouES TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


A PROPOS DE LA TUBERISATION SYMBIOTIQUE 
DE LA POMME DE TERRE 


par J. MAGROU. 


Nous avons signalé antéricurement (1), chez la Pomme de terre issue 
de graines, et dans certaines conditions de culture, l’existence d’une 
corrélation entre la symbiose mycorhizienne et le développement des 
tubercules. L’expérience qui établit ce fait est la suivante 

Des graines de Pomme de terre sont semées dans un sol non fumé 
ou croissent des plantes sauvages 4 mycorhizes. Les endophytes de ces 
plantes pénétrent dans les radicelles des jeunes plants de Pomme de 
terre, mais tandis que certains de ces plants tolérent les champignons 
et contractent avec eux une symbiose durable, d'autres les détruisent, 
dés leur pénétration dans les cellules, par une phagocytose énergique, 
et s’affranchissent ainsi de la symbiose. Or les pieds symbiotiques pro- 
duisent des tubercules, tandis que les pieds asymbiotiques en sont 
dépourvus. 

C’est grace & lV’immunité de certains individus vis-a-vis de l’infection 
mycorhizienne qu’il a été possible d’apprécier le réle de la symbiose 
dans la tubérisation. Sans cette circonstance, il ett été difficile de 
mettre le fait en évidence. Les champignons de mycorhizes du type 
dont il s’agit ont été, en effet, longtemps tenus pour impossibles a 
cultiver. Nous avons réussi a en obtenir le développement en goutte 
pendante, mais les cultures ainsi réalisées sont extrémement fragiles, 
et il n’a pas 6té possible jusqu’ici de les repiquer ni de les inoculer. 
On aurait pu songer, il est vrai, A faire des semis témoins en terre a 
mycorhizes stérilisée, mais la stérilisation modifie 4 un tel point les 


(1) J. Macrou, C. R. Acad. Sei., 1914. 158, 50; ces Annales, 1918, 32, 37; 
Ann. Se. Nat. Bot., 10° série, 1921, 3, 181. 
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propriétés physico-chimiques du_ sol que lexpérience ainsi conduite 
etit perdu toute valeur comparative. Au contraire, dans les conditions 
ou nous nous sommes placé, plantes symbiotiques et plantes asymbio- 
tiques se développent dans des conditions rigoureusement identiques, 
a Ja symbiose prés, si bien que les individus doués d’immunité spon- 
tanée représentent des témoins, soustraits 4 l’influence de lendophyte. 
Nous tenons donc notre expérience pour correcte, et pour légitime la 
comparaison entre les deux types de pieds qu’elle a fournis. 

Cette expérience n’en a pas moins fait l’objet de critiques (2), que 
nous avons réfutées sans peine (3), car elles ne pouvaient prévaloir contre 
la réalité des faits observés. Toutefois, ayant eu récemment occasion 
de retrouver Je méme phénoméene sous une forme particuliérement 
démonstrative, nous croyons devoir le signaler, 4 titre de confirmation 
de nos constatations antérieures. 

Au printemps dernier, notre collaborateur M. Bouget a semé des 
graines de Pomme de terre, en serre, A Bagnéres-de-Bigorre, dans de la 
terre & mycorhizes prélevée dans une station inculte des montagnes 
environnantes. Le 29 aotit, au cours d’un voyage A Bagnéres, nous avons 
arraché plusieurs des pieds issus de ces semis, qui avaient donné des 
plantes trés vigoureuses, loutes pouryues de feuilles composées. Parmi 
les pieds arrachés, les uns présentaient des tubercules, les autres en 
étaient dépourvus. Chez les pieds tubérisés, le chevelu des radicelles 
offrait la coloration jaune caractéristique des mycorhizes. Chez les pieds 
non tubérisés, cette coloration faisait défaut. On pouvait donc a premiére 
vue constater V’existence d’une corrélation entre la symbiose et la tubé- 
risation (4). Nous avons vérifié le fait par l’examen microscopique de 
coupes en série pratiquées dans la tolalité des radicelles d’une plante 
lubérisée et d'une plante non tubérisée. Chez la plante tubérisée, toutes 
les radicelles ou presque sont largement envahies par un champignon 
en pleine vitalité, dont le mycélium vigoureux est rempli de protoplasme 
de structure réticulée ; tous les organes caractéristiques des mycorhizes 
sont abondamment développés : arbuscules d’une admirable netteté, dont 
les fins rameaux dichotomes remplissent, par leur enchevétrement, la 
cavité des cellules ; sporangioles, trés nombreuses vésicules. Chez la 
plante non tubérisée, les champignons ont bien aussi pénétré dans les 
radicelles, ct il edt été surprenant qu’ils ne l’eussent pas fait, puisqu’ils 
abondaient dans le sol. Mais, d’une part, l’infestation est ici moins 
abondante que dans le premier cas, et beaucoup de radicelles en sont 
indemnes ; d’autre part, le champignon a été partout détruit d’emblée 
par la réaction phagocytaire de la plante. On ne le retrouve plus quia 
l’état soit de vestiges méconnaissables, soit de troncs mycéliens rétractés 
surcolorables, vidés de leur contenu protoplasmique. Les arbuscules sont 
relativement peu nombreux et dégénérent aussitét formés ; ils se trans- 


(2) V. Ducomet, Ann. Heole nat. Agrie. Grignon, 1923-1924, 8. — Ch. 
Cripin, C. R. Acad. Agric., 1942, 28, 442. , a 

3) J. Macrou, Ann. Se. Nat. Bot., 10° serie, 1022 G2sor Gass Alcad, 
Agric., 1942, 28, 583. : 

(A) La Pomme de terre est une des ares plantes ou la présence de 
mycorhizes endotrophes puisse étre ainsi décelée a Foul mu, La coloration 
jaune des mycorhizes n’a ¢lé observee, a notre connaissance, ge chez 
la Douce-Ameére (Solanum duleamara), qui est un congénere de Ja Pomme 
de terre (Solanum tuberosum), et chez les Orchidées du genre Vanda. 


Annales de Vinslifut Posleur, t. Bf, n®: 3-’, 1943. 8 
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forment en une poussiére surcolorable qui, ultérieurement, s’agglutine 
pour former des corps de dégénérescence amorphes. Enfin, les vésicules 
manquent A peu pres complétement, ce qui indique que le champignon 
a été tué avant d’avoir pu accomplir en entier son cycle évolutif. La 
symbiose étant, par définition, la vie en commun de deux organismes 
dissemblables, ce terme ne saurait s’appliquer 4 un cas oti un des par- 
tenaires est mort. La plante sans tubercules étudiée est done bien une 
plante asymbiotique, et la relation entre la symbiose et la tubérisation 
se vérifie une fois de plus. 


Unstitul Pasteur.) 


PRESSION OSMOTIQUE DE LA SOLUTION DU SOL 
ET TUBERISATION ASYMBIOTIQUE 
DE LA POMME DE TERRE 


par J. MAGROU, J. CUZIN et F. MARIAT. 


L’un de nous (1) vient de rappeler qu’il existe, chez la Pomme de 
terre issue de graines, une corrélation entre la symbiose mycorhizienne 
at la tubérisation. La présente communication a trait au mécanisme de 
ce phénomeéne. 

On peut obtenir la tubérisation de la Pomme de terre, sans interven- 
tion d’organismes symbiotiques, & condition de semer les graines dans 
un milieu suffisamment concentré. Si les semis sont faits aseptiquement 
en solution de Knop pure ou additionnée de doses croissantes de glucose 
ou de glycérine, les tubercules n’apparaissent qu’a partir d’une concen- 
tration moléculaire minima critique, qui est la méme, a de rares excep- 
tions prés, pour le glucose et pour la glycérine (2). D’ot la conclusion 
que la tubérisation ne se produit que lorsque la pression osmotique du 
suc cellulaire dépasse une certaine limite. 

Cette expérience n’est pas contradictoire avec la précédente, mais, au 
contraire, elle en fournit explication. Les champignons, en effet, n’agis- 
sent pas autrement que les solutions concentrées : ils saccharifient 
Vamidon contenu dans les cellules, et, en disloquant les agrégats volu- 
mineux qui le constituent en molécules plus petites, partant plus nom- 
breuses, ils élévent la concentration moléculaire du suc de la plante. 

Dans les conditions ordinaires de culture de la Pomme de terre, les 
mycorhizes font défaut et les tubercules n’en continuent pas moins a 
se produire. On peul supposer qu’en ce cas, c’est la fumure du sol qui 
éléve la concentration moléculaire de la solution ott plongent les racines 
jusqu’au niveau compatible avec la tubérisation. C’est ce que nous avons 
vérifié par Vexpérience suivante 

Des graines de Pomme de terre ont été semées, le 21 avril 1942, dans 
du sable de Fontainebleau lavé, pur ou additionné, dans les proportions 


(1) V. la communication précédente de J. Macrou. 
(2) J. Macrov. €. R. Soe. Biol. 1938) 427; 793 “et 1939) 430: 923 
Annales, 1941, 66, 249. 
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indiquées dans le tableau suivant, d’un mélange de terreau de couche 
(une partie), de terre franche (deux parties) et de terre de bruyére (deux 
parties). Pour apprécier la pression osmotique de la solution de ces sols, 
nous avons extrait cette solution par la méthode de déplacement d l'eau 
distillée, due & Schloesing (3), et mesuré l’abaissement A du point de 
congélation de chacun des extraits. Immédiatement avant de procéder a 
lextraction, nous avons mesuré, pour chacun des lots, le degré d’humi- 
dité, puis nous avons ramené par le calcul les A obtenus A une teneur 
en eau uniforme de 10 p. 100. Pendant toute la durée de lexpérience, 
les plantes ont été arrosées avec de l’eau de pluie (A = 0°005). Le tableau 


suivant donne les résultats de la culture et les A corrigés des solutions 
extraites du sol. 


eee SR SO SS SSS 0S 


el I Sila Hn as Ss 
Se eee fe Selene ac eal moo oe 
LOTS as ae ne Ex ess o28| &8 ae aose 
a2 zo ae Se |S-s ge) Be | om os 
See e Sew Om Her ema? Sip eotay |S Biel ence 
a an | (es ao a2 2 
A. ace 0 100 24 0) 0 0 0 0 0,44 
BK. 12 90- | Of 4 13 4 3 | 0,03] 0,01 | 0.20 
Oe 5 93 241 agi 22 43 4,35] 0,06 0,38 
i. 10 | 90 | 21 | 19] 29 | 45 | 7246} 0,94 
lhe 20 80 24 AS 63 38 61,20) 0,90 
ne 40 60 21 48 98 54 47,93] 0,49 0,64 
Ge 60 | 40 | 21 | 21 | 97 | 46 [163,93] 4.68 
He 80 20 24 21 10 33 1158,50] 2,26 0,44 
ie. 100 0 | 21 | 21 | 92 | 44 [204790] 2592 | 0°67 


Nola. — Liexamen de ce tableau montre que A ne croit pas proportionnellement a la teneur 
on terre fertile, mais quil augmente de plus en plus lentement a mesure que cette teneur 
s’éléve. 

La dilution de la terre fertile par un sable stérile ayant été réalisée en séric arithmétique, 
on aurail pu s’attendre a voir la concentration ionique de l’extrait varier linéairement en 
fonction de la dilution : or, quelle que soit la forme analytique assignable A la fonction 
expérimentale relevée, elle est en tout cas trés différente d’une droite. 


Les variations de dissociation électrolytique dans ]’extrail sont insuffisantes pour rendre 
compte des aberrances constatées : nous nous trouvons en effet placés dans une zone de 
concentrations assez faibles pour qu'une dilution de 1 4 100 n’entraine pas de variation 
sensible du coefficient de dissociation. 

Tout se passe comme si le sol fertile résistait 4 la dilution par le sable stérile, de la 
méme facon qu’une solution tamponnée tend a conserver sa concentration en ions H +. 

Les recherches en cours portent sur ]’analyse de cet aspect physique du probléme. 


La tubérisation, nulle dans le sable pur (ot quelques plantes chétives 
se sont développées mais étaient mortes au moment de la récolte), insi- 
gnifiante dans le sable contenant 1 p. 100 de terre, croit ensuite 4 mesure 
que s’éléve la teneur en terre du milieu. Comme on pouvait s’y attendre, 
le poids de la récolte est, en gros, proportionnel a cette teneur. Mais il 
n’en est pas de méme du nombre des tubercules par lot ou par pied, 
qui, aprés s’étre élevé rapidement, reste sensiblement stationnaire a 
partir du mélange 4 40 p. 100 de terre ; la courbe qui exprime sa varia- 
tion est superposable A la courbe des A. Celle-ci présente un point aber- 
rant ; le mélange contenant 80 parties de terre pour 20 parties de sable, 


(3) Th. Sennorsine, C. R. Acad. Sci., 1866, 63, 1007 et 1870, 70, 98. 
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pour une cause que nous n’avons pas encore élucidée, a un abaissement 
du point de congélation inférieur 4 celui du mélange précédent, qui 
contient pourtant moins de terre. Dans ce mélange, on observe aussi 
une chute du nombre des tubercules. La courbe de la récolte en nombre 
de tubercules suit donc, jusque dans ses accidents, la courbe des A. 

Nous nous sommes assurés que, chez les plantes ainsi cultivées, les 
mycorhizes faisaient défaut. La tubérisation observée en ce cas dépend 
donc uniquement des propriétés physico-chimiques du sol. 

Parallélement 4 cette expérience, nous en avons fait une autre, dans 
des conditions exactement semblables, 4 cela pres que le mélange terreau- 
terre franche-terre de bruyére était remplacé par une terre prélevée sur 
le talus bordant une route de la région parisienne. Ce milieu était 
moins riche que le précédent, car il a donné un abaissement moindre 
du point de congélation, des plantes moins vigoureuses et une récolte 
beaucoup plus faible. Mais le poids de la récolte et le nombre des tuber- 
cules ont varié suivant la méme loi que dans l’expérience précédente. 

In résumé, dans les conditions ol: nous nous sommes placés, la récolte 
en poids parait proportionnelle 4 Ja richesse du sol en matériaux ferti- 
lisants ; elle est donc sous la dépendance de facteurs surtout chimiques. 
Mais le nombre des tubercules, qui traduit au mieux le changement du 
mode de croissance aboutissant 4 la tubérisation, est lié & un facteur 
physique : il varie, en effet, proportionnellement 4 la pression osmotique 
de la solution du sol, mesurée par labaissement du point de congé- 
lation. Et la fumure est bien capable, comme nous J’avions prévu, 
d’élever cette pression osmotique au dela du niveau ot la tubérisation 
peut commencer a se produire. Ces conclusions sont conformes a la 
maniére de voir que l’un de nous, & la suite de Noél Bernard, n’a cessé 
de soutenir depuis ses premitres recherches sur le sujet (4). 


(Institut Pasteur.) 


APPRECIATION 
DE LA TAILLE DES CORPUSCULES BACTERIOPHAGES 
PAR LEUR SENSIBILITE AU FROTTEMENT 


par Pierre NICOLLE. 


fl y a un caractére des bactériophages qui a jusqu’’a présent passé 
inapercu et qui mérite cependant d’étre souligné : c'est leur sensibilité 
au frottement. 

De méme que Ja chaleur, la lumiére et Jes rayons X agissent sur les 
bactériophages en réduisant leur titre lytique, de méme le frottement 
inactive une porportion plus ou moins considérable de corpuscules. 

Chaque bactériophage posstde une thermosensibilité (1), une photo- 


(4) J. Macrou, loe. eit. et C. R. Acad. Sei., 1914, 158, 50; Ann. Se. nat. 
Bot., 10° série, 1921, 3, 181. 
(1) E. Wottman et Mme E. Wortman, C. R. Ac. Sci., 1940, 2414, 270. 
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Sensibilité (2), une radiosensibilité (3) qui lui sont propres. On a montré, 
au laboratoire de M. E. Wollman, que ces diverses sensibilités sont en 
relation avec la taille de ses corpuscules. La mesure de ces divers carac- 
teres permet non seulement de lidentifier, mais aussi de déterminer, 
avec une certaine précision, ses dimensions. 

ha frictosensibilité des bactériophages (4) fait partie, elle aussi, des 
caractéres fondamentaux de chacun d’eux et sa mesure parait devoir 
constituer une méthode singulitrement rapide et facile d’appréciation 
de leur taille. 

C’est au cours de titrages répétés du bactériophage staphylococcique 
Twort que la sensibilité au frottement a été mise en évidence. 

On sait que pour titrer un filtrat bactériophagique par la méthode 
classique de numération des plages, on dépose, sur la surface d’une 
hoite de Pétri, I goutte de la dilution A titrer et I goutte d’une suspen- 
sion de la bactérie sensible. Ces II gouttes sont mélangées, puis étalées 
sur toute la surface de la gélose au moyen d’un étaleur de verre constitué 
par une pipette effilée dont l’extrémité a été coudée de maniére 4 ménager 
une longueur « frottante » de 1 cm. environ. 

L’étalement est poursuivi jusqu’? ce que la couche liquide ait été 
complétement absorbée par le milieu, ce qui demande d’une minute 
a une minute et demie. Or j’ai pu constater que, dans le cas du bacté- 
riophage staphylococcique Twort, plus l’étalement était prolongé, plus 
Je nombre des plages obtenues était réduit : le frottement détruit donc 
ou jnactive un nombre d’autant plus grand de corpuscules qu’il a duré 
davantage. 

Pour étudier la diminution du nombre des plages en fonction du 
temps d’étalement, on effectue d’abord une série de titrages sans utiliser 
l’étaleur : sur la gélose de ces boites, on dépose I goutte de la dilution 
convenable du filtrat bactériophagique et I goutte de la suspension du 
staphylocoque sensible. On ajoute alors V goultes de bouillon, et par un 
mouvement rapide de balancement et de rotation, avec un peu d’habi- 
tude, on arrive trés facilement a « étendre » ainsi le liquide sur toute 
la surface de la boite. 

Le nombre des plages obtenues correspond trés sensiblement, dans 
ces boites-témoin, au nombre des corpusculcs contenus dans la goutte 
de dilution. Ensuite, on effectue un certain nombre de titrages en utili- 
sant l’étaleur pendant des temps de durée croissante. On a obtenu ainsi 
une courbe (fig. 1) qui montre qu’aprés trente secondes de frottement 
je nombre des plages n’est plus que de 79 p. 100 du nombre initial ; 
aprés une minute, de 63 p. 100 ; aprés deux minutes, de 36 p. 100 ; aprés 
cinq minutes, de 15 p. 100 ; aprés dix minutes, de 11,4 p. 100 ; enfin, 
apres trente minutes, il n’en reste plus que 2 p. 100 ; le frottement a 
détruit ou inactivé 98 p. 100 des corpuscules. 

Le bactériophage staphylococcique Twort est donc tres sensible au 
frottement. Sa sensibilité est méme si grande que Vemploi de Vétaleur 
peut étre une cause d’erreurs appréciable dans les litrages. Evidem- 
ment, il ne viendrait a Vidée de personne de frotter la gélose pendant 
trente minutes au cours d’un simple titrage. Mais si l’on veut bien 


(2) R. Want et A. Gurxin, Ass. Microb. L. Frane.; ces Annales, 1942, 


68. 245. 
(3) E. Worrman et A. 
(4) PB. Nicotn, 0. A. 


Lacassacnr, ces Annales, 1940, 64. 5. 
Soe. Biol., 1941, 435, 548, 709 et 1098. 
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considérer la courbe de diminution du nombre des plages en fonction 
du temps d’étalement, on constate que c’est surtout au cours des deux 
premitres minutes que la dénivellation est importante. Il en résulte 
qu’un écart de quelques secondes dans la durée de létalement, quand 
il s’'agit d'un bactériophage aussi friclosensible que le bactériophage 
staphylococcique Twort, peut amener, pour une méme dilution, des 
différences considérables. ’ ; 

Il importe de tenir comple de cette cause d’erreur due a Vemploi de 
Vétaleur, soit en supprimant celui-ci et en répandant le liquide, comme 
il vient d’étre dit, par balancement et rotation de la boite, soit en utili- 
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Fic. 1. — Diminution du nombre des plages en fonction du temps d’étalement 
sur boites de gélose 1, @, bactériophage + staphylocoque; 2, -- ---- 
x, bactériophage seul. 


sant I’étaleur pendant un temps rigourcusement chronométré. Dans 
te premicr cas, les nombres obltenus seront yoisins du nombre absolu 
des corpuscules présents dans la goutte de dilution, dans le second 
cas, les lilrages garderont entre eux une yaleur relative, ce qui est 
suffisant dans la majorité des expériences. 

Le bactériophage staphylococcique Twort n’est pas le seul a se 
montrer sensible au frottement. Tous les bactériophages éprouvés ont 
présenté ce caractére. Mais, ott la chose devient tres intéressante et 
déborde considérablement du cadre de la technique des titrages, c’est 
lorsque non seulement les différents bactériophages ne se sont pas 
montrés tous également sensibles au frottement, mais encore qu’il 
s'est révélé une relation entre leur frictosensibilité et la dimension de 
leurs corpuscules,. 


En 6prouvant 7 bactériophages, on a oblenu des courbes de diminu- 
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tion du nombre des plages en fonction du temps d’étalement s’éche- 
lonnant suivant les dimensions croissantes des corpuscules correspon- 
dants. Le moins sensible des bactériophages est le S. 13 (fig. 2) qui, 
comme on le sait, est le plus petit ; 12 X 20 My, Puis viennent, succes- 
sivement, le baclériophage streptococcique B. 563 (20 my,), le bactério- 
phage colibacille 36 (25 a 30 my), le bactériophage staphylococcique 
Twort (60 my), le bactériophage dysentérique C. 16 (30 4 75 my), le 
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Fic. 2. — Diminution du nombre des plages sur gélose 
en fonction du temps d’étalement. 


bactériophage streptococcique D. 693 (60 my). Enfin, le bactériophage 
du B. subtilis, le plus grand des bactériophages connus (80 4 120 my), 
s’est montré le plus sensible. 

Le degré de sensibilité au frottement est done en relation directe 
avec Ja dimension des bactériophages. I! en résulte que, par le seul 
emploi d'un étaleur, on peut classer les bactériophages par ordre de 
taille. 

Il apparait clairement qu’il doit ¢tre possible, quand on a affaire a 
un bactériophage inconnu, d’en déterminer Ja dimension approxima- 
tivement par sa courbe de friclosensibilité. 
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J’ai eu plusieurs fois occasion de le vérifier 

Ayant isolé d’un mélange actif sur le bacille paratyphique B deux 
bactériophages donnant l’un de grandes plages, l'autre de petites 
plages, j’ai déterminé leur sensibilité au frottement. 

Le bactériophage d grandes plages était peu sensible. Sa courbe était 
tres voisine de celle du S. 13. Il s’agissait donc d’un trés petit bacté- 
riophage de l’ordre de 20my. Par suite, l’ultracentrifugation (5) -a 
donné un diamétre moyen de 24,5 my, lultrafiltration, un diamétre 
compris entre 13 et 20my. On a pu établir par des expériences de 
s¢rologic croisée qu’il s’agissait d’un bactériophage sinon identique, 
du moins trés voisin du S. 13. 

Le bactériophage 4 petites plages s’est montré assez sensible au frot- 
tement : sa courbe s’est placée entre celle du bactériophage coli 36 
(25 4 30my,) et celle du staphylocogue Twort (60 m,,), plus prés de 
cette derniére. Hl s’agissait donc d’un bactériophage de taille moyenne, 
comprise entre 30 et 60 my. L’ultracentrifugation a donné un diamétre 
moyen de 41, Vultrafiltration de 50 my. 

Voici un autre exemple de détermination de la taille par la sensibilité 
au frottement. Il s’agissait de vérifier si deux bactériophages actifs 
sur le b. dysentérique Y6R et provenant d’un bactériophage C. 16 
modifié dans certains de ses caractéres, avaient ou non gardé la méme 
dimension. 

La comparaison de leur sensibilité au frottement a donné deux 
courbes superposables. Les deux bactériophages en question devaient 
avoir la méme taille. 
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L’ultracentrifugation faite par la suite a montré que ce résultat était 
exact : les deux bactériophages se sont comportés A Vultracentrifu- 
gation d’une mani¢tre identique. 

On peut donc avoir une idée, au moins approximative, de la taille 
des corpuscules bactériophages par la mesure de leur sensibilité au 
frottement. Il est curieux qu’une méthode d’une extréme simplicité, 
ne nécessitant qu’un appareillage de quelques centimes et dérivant des 
techniques les plus anciennement en usage en bactériophagie, puisse, 


(5) Les déterminations de taille des corpuscules ont été effectuées pour 
Pultracentrifugation par M. P. Lupine, pour Vultrafiltration par M. M. Rouyrr. 
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dans une certaine mesure et dans un domaine étroit, tenir une place 
honorable & cété des techniques les plus modernes, exigeant de longues 
et minutieuses manipulations et des appareils trés cotiteux, comme 
Vultrafiltration, Vultracentrifugation et la microscopie électronique. 


Unstitut Pasteur.) 


Discussion. — Aprés avoir souligné Vintérét et la simplicité du nouveau 
procédé pour la détermination de la taille des bactériophages, EZ. Wollman 
attire Vattention sur Vimportance quil y a A pouvoir faire cette détermi- 
nation avec toute la précision possible. Les différentes propriétés des bacté- 
riophages (radiosensibilité, thermosensibilité, photosensibilité, frictosensi- 
bilité) apparaissent, en effet, comme des fonctions de leur taille. Celle-ci 
se présente par conséquent comme une constante caractéristique de chaque 
bactériophage. Ces faits viennent a lappui de la nature moléculaire (macro- 
molécules) des facteurs lysogénes. 


RELATION) 
ENTRE LA PRODUCTION DES BACTERIOPHAGES 
ET LA MULTIPLICATION DU &. MEGATHER/IUM LYSOGENE 


CULTIVE EN GOUTTE PENDANTE 


par M. ROUYER. 


Il est important dans la recherche sur la nature des bactériophages 
de connailre avec précision le rapport quantilalif entre les bactéries 
et les corpuscules bactériophages. 

Depuis longtemps l’attention a été attirée sur le fait que le titre 
bactériophagique d’un lysat est sensiblement du méme ordre que le 
titre bactérien de la suspension qui lui avait donné naissance (1). I 
en est encore de méme du rapport numérique bactéries/bactériophages 
dans Je cas des cultures lysogénes du B. megatherium (2). 

Ti était intéressant de vérifier ce fait sur des cultures en goulte pen- 
dante dans lesquelles on pouvait compter directement le nombre des 
bactéries. Or den Dooren de Jong (3) a montré que si les formes végé- 
tatives et les bactériophages du B. megatherium 899 étaient détruits 
par chauffage i 70°-75° les spores chauffées une demi-heure 4 85° conser- 
vaient intact leur pouvoir lysogéne. Ces spores chauffées constituent 
donc un excellent matériel pour I’6tude de la production du bactério- 
phage en fonction de la multiplication du bacille. Le megatherium 
formant des chainettes, pour résoudre le probléme, il est nécessaire 
de compter directement les bacilles au microscope. Les dimensions du 
B. megatherium [de 3&9 y, x 1424, (4)] se prétent trés bien a cette 
opération. 


(1) E. Wottman et Mme E, Wortman, ces Annales, 1932, 49, AN. 
(2) E. Wortman et Mme E, Worrman, Ibid., 1936, 56, 137. 

(3) Den Dooren vE Jono, Zentralbl. Bakt., 1931, 420, 1. 

(4) Tortry et Witson, 2° édition, Arnold et Ci, 666. 
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TECHNIQUE. — On part d'une suspension de spores de B. megatherium 899, 
chauffée & 85° pendant une demi-heure et diluée dans du bouillon de facon 
4 obtenir une vingtaine de spores pour 1/10 de centimetre cube. Une gout- 
telette de cette dilution est déposée sur la face inférieure dune lamelle 
couvre-objet lutée a la paraffine sur un anneau de verre, qui, aprés dépot 
de la goutte sera luicméme collé sur une lame porte-objet. Tout ce matériel 
est stérile et les manipulations faites suivant les précautions dusage. Apres 
quatre heures dincubation 4 36°, la chambre humide est mise sur la platine 
dun microscope et A Vaide dun chariot on pratique examen méthodique 
de Ja goutte pendante. Les spores ont donné naissance A des chainettes de 
bacilles que lon repére a Vobjectif n° 4 de Stiassnie et dont les éléments 
seront comptés avec Vobjectif n° 7. Apres cette numération, la lame porte- 
objet est décollée de Vanneau, on lave six fois de suite avec V gouttes 
eau physiologique slérile Ja lJamelle encore lutée a l'anneau. Les 
XXX gouttes de liquide sont recueillies dans un tube a hémolyse et avec 
la méme pipette la cellule est lavée quatre fois avec V gouttes deau plhysio- 
logique qui sont réparties avec I goutte de suspension épaisse de mutilat 
(variété asporogéene de megatherium sensible au bactériophage) a la surface 
de la gélose de 4 boites de Petri. On vérifie ainsi que tous Jes éléments 
Dactériens et lysogéenes ont bien été entrainés. 

La séparation totale des bactériophages et des bactéries lysogénes est 
difficile & obtenir par centrifugation .et par filtration, lemploi du lysozyme 
du blane deeuf, comme Va montré Wollman (5), en dissolvant les bactéries 
permet dobtenir le rendement maximum en bactériophage. 


Les XXX gouttes recueillies dans le tube & hémolyse sont done »ddition- 
nées de I goutte de lysozyme dilué au 1/5 et laissé quatorze heures en 
contact & Ja température du laboratoire. Le contenu du tube lysozyme est 
réparli sur 5 géloses et étalé avec I goutte de suspension épaisse de mutilat. 
Avec Ja méme pipette les parois du tube sont rincées quatre fois avec 
V gouttes deau physiologique qui sont déposées et étalées comme précé- 
demment sur une gélose. 

La numération des plages donne le nombre de bactériophages produit. 

La durée dincubation 4 36° a varié de trois heures et demie 4 cing 
heures. La quantité de spores ensemencées varie de 15 A 42 par expérience. 
Le nombre déléments constituant les chainettes est trés irréeulier et dans 
une méme goutte pendante la plus grande chainette peut avoir, suivant les 
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(5) E. Wotrman et Meme FE. Wortman, loc. cif. 
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me 


experiences, de vingt 4 cinquante fois plus d’éléments que la plus petile. 
Le rapport moyen entre le nombre de bactériophages et de bacilles lyso- 
genes est de 0,40. i 


Les résultats de quelques expériences sont consignés dans Je tableau. 


Il ressort de ce travail que méme dans fes trés jeunes cultures le 
rapport numérique bactériophages/bacléries est quelque peu inférieur 
4 Vunité, ce qui confirme les résultats oblenus par numération macro- 
scopique de E. et M™* E. Wollman (6). 

Nous avons pu nous assurer que linfériorité du nombre de corpus- 
cules bactériophagiques s’explique en partie par la nocivité de Veau 
physiologique vis-’-vis des facteurs lysogénes ; d’autre part, elle peut 
tenir a la difficulté qu’il y a & déterminer chez les streptobacilles Je 
moment précis oti les divisions donnant naissance aux individus de 
Ja chainette sont achevées. 

Des expériences sont en cours pour préciser ces points. 


Unstitut du Radium, Fondation Curie. 
Laboratoire de recherches sur les bactériophages, Institut Pasteur.) 


LE COMPLEXE GLUCIDO-LIPIDIQUE CHOLERIQUE 
DANS LE VIBRION ET DANS SA TOXINE 


par Jean GALLUT. 


Dans une série de notes publiées récemment (1), nous avons, M. Noél 
Bernard et moi, fait connaitre un mode de préparation permettant 
d’obtenir en quatre heures, en milieux glucosés, une toxine cholérique 
de valeur au moins ¢gale & celle des meilleures toxines du méme ordre 
décrites antérieurement. 

Au sujet de la nature de Ja toxine cholérique, diverses hypothéses 
ont été émises : Pfeiffer, des 1892, la considérait comme une endo- 
toxine ; Roux, Metchnikoff et Salimbeni (2), en 1896, par des expé- 
riences remarquables de culture du V. cholérique in vivo en sacs de 
collodion, démontrent |’existence d’un « poison soluble » dialysable 
qu’ils appellent exotoxine. Plus tard, en 1908, Salimbeni (3), apres 
avoir préparé une endotoxine extraite des vibrions morts, conclut a 
la coexistence des deux éléments toxiques, et c’est Vopinion générale- 
ment admfse, sans qu’il y ait eu jusqu’ici séparation effective de deux 
fractions dans la toxine cholérique classique. 

Si on admet que les endotoxines sont de nature glucido-lipidique et 
les exotoxines de nature protéique, la toxine cholérique que nous avons 
préparée peut renfermer ces deux substances : en effet, dune part, 


(6) E. Woxrtman et Mme E. Worrman, loc. ell. 

(1) P. Noél Brrnanv et J. Garnur, C. R. Soe. Biol 1943..437.- 10 et 11: 
(2) Roux, Mercunrcorr et Sarmpenr, ces Annales, 1896, 40, 261. 

(3) SALIMBENT, ces Annales, 1908, 22, 172. 
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elle se présente sous forme d'un liquide opalescent (signe de présence 
de glucido-lipide), et, d’autre part, elle donne les réactions générales 
des protéines. 

C’est l'étude de ces deux éléments que nous nous proposons de pour- 
suivre sur la toxine que nous avons obtenue. 

On sait que l’endotoxine, identifiée par Boivin avec le complexe 
elucido-lipidique des bactéries Gram-négatif, dont il représente l’anti- 
eéne O, existe dans les vibrions. Les premiers Landsteiner et Levine (4), 
en 1926, ont signalé cette substance et donné sa composition élémen- 
laire : glucides, acides gras, azote et phosphore ; elle a été retrouvée 
depuis par divers auteurs, dont Linton (5) qui en signalant l’existence 
d’un complexe polysaccharide-lipoide dans les cultures de vibrion agées 
de quarante-huit & soixante-douze heures en fait l’apanage des seules 
souches isolées de cas de choléra authentiques au début des épidémies. 
D’apres lui, cette substance ferait défaut également aux souches de 
fin d’épidémie et aux souches conservées au laboratoire. 

Nous avons donc cherché d’abord la présence effective du glucido- 
lipide dans les souches que nous utilisons, et, en second lieu, quelle 
pouvait étre la part de cette endotoxine dans la toxine de quatre heures. 

Dans ce but, la recherche et le dosage du complexe ont été effectués 
d’abord sur les vibrions frais, puis sur la toxine, enfim sur les corps 
microbiens ayant déja fourni Ja toxine aprés quatre heures. 

1° Extraction du glucido-lipide sur les vibrions frais. — Ceux-ci sont 
récoltés sur gélose peptonée (gélose lavée pendant quarante-huit heures 
i eau courante : 3 p. 100, peptone Chapoteaut = 2 p. 100, pH 8) aprés 
dix-huit heures 4 37°. L’extraction a été pratiquée suivant la technique 
de Boivin a l’acide trichloracétique (6). 

Toutes nos souches du type S ont donné des résultats positifs : la 
teneur en endotoxine glucido-lipidique extraite par lacide trichlor- 
acétique et purifiée par dialyse varie de 1 4 5 p. 100, suivant les souches 
et parfois d’une récolte & une autre ; cependant la teneur de chaque 
souche est assez constante et ne parait pas en relation absolue avec 
V’époque de son isolement. 

2° Extraction du glucido-lipide sur la toxine de qualre heures. — 
Deux procédés d’extraction ont été employés : dans le premier on a 
utilisé la précipitation par Vacide trichloracétique. La toxine est addi- 
tionnée de son volume égal d’acide N/2 ; immédiatement se produit 
un précipité d’importance variable tandis qu’apparait une teinte rose 
du liquide surnageant. On abandonne & la glaciére pendant trois heures 
au moins, puis on centrifuge 4 grande vitesse et filtre sur papier. Aprés 
ces opérations, l’extrait trichloracétique, contrairement a celui obtenu 
par traitement des vibrions frais, présente toujours une réaction du 
biuret positive (polypeptides non  précipitables par l’acide  trichlor- 
acétique). Sa couleur rose, démontrant la formation d’indol, prouve 
hydrolyse des protéines microbiennes pendant l’élaboration de la 
toxine. En dialysant quarante-huit heures contre eau courante, puis 
vingt-quatre heures contre eau distillée, on obtient finalement un 
liquide incolore et fortement opalescent. A ce stade, la réaction du 


(4) Lanpstemer et Levine, J. exp. Med., 1926, 46, 213. 
(5) Linron, Surivastawa, Sean et Mooxern, Ind. J. med. Res., 1938, 26, 41. 
(6) Borvin, Rev. Immunol., 1935, 4, 553. 
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biuret est devenue négative si on a utilisé un dialyseur suffisamment 
perméable pour permettre l’issue des polypeptides. 

Un deuxi¢me procédé nous a permis d’obtenir le glucido-lipide sans 
avoir recours a un agent chimique en utilisant simplement la dialyse. 
La fraction glucido-lipidique (absolument non dialysable 4 travers les 
membranes de haute perméabilité usuciles) reste accompagnée suivant 
la porosité du collodion et du temps pendant lequel se poursuit la 
dialyse dune quantité variable de protéines et de polypeptides. En 
utilisant des membranes trés perméables (collodion acétique a 0,5 p. 100 
ou collodion & lalcool-éther & prédominance d’alcool) on retient uni- 
quement le glucido-lipide. Cette technique permet ainsi, sans méme 
utiliser la précipitation par l’acide trichloracétique, d’isoler l’endo- 
toxine qui est mise sponianément en liberté dans la toxine de quatre 
heures. 

Ces deux modes d’extraction donnent du reste des résultats sensi- 
blement équivalents ; cela est dti a l’hydrolyse des protides (vraisem- 
Dlablement liés primitivement au glucido-lipide) sous l’influence de 
la protéidase spécifique (7). 

Le processus de mise en liberté du complexe glucido-lipidique dans 
la toxine cholérique est donc exactement comparable A celui du procédé 
de Raistrick et Topley (8) par digestion 4 la trypsine, dont il posstde 
également le rendement favorable. 

Nous donnons, ci-aprés, quelques résultats de dosage de l’antig¢éne 
glucido-lipidique extrait de la toxine de quatre heures et purifié par 
dialyse, avec les dosages comparatifs des extractions pratiquées sur 
les vibrions frais de la méme récolte. 
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On voit que le rendement de la toxine est toujours ct de beaucoup 
supérieur au rendement des vibrions frais. Le glucido-lipide constitue 
donc une portion importante de ]’extrait microbien de la toxine brute ; 
portion d’autant plus grande que la souche utilisée est elle-méme plus 
riche en endotoxine, elle atteint parfois 33 p. 100 pour certaines souches 
particuliérement toxiques. a ane 

8° Batraction d’endotoxine glucido-lipidique sur les vibrions ayant 
déja fourni la toxine de quatre heures. — Ces vibrions sont lavés a 
J’eau physiologique puis traités par lacide trichloracétique N/2. L’extrait 


(7) P. Noél Bernanp, J. Guirenm et J. Gattutr, ©. R. Soe. Biol., 1937, 


426, 478. 2 
(8) Rarsrrick et Torey, Brit. J. exp. Path., 1934, 45, 113. 
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trichloracélique apres séjour a la glaciére el centrifugation apparait 
comme un liquide tres légerement opalescent ou méme limpide. La 
réaction du biuret est négative. Aprés dialyse on peut toutefois déceler 
dans la majorité des essais la présence du glucido-lipide par précipi- 
tation avec un sérum spécifique. Mais le dosage ne donne que des 
chiffres infimes, tels que 

Orgry O023= pols oe ee ee leche OmVIDTOn Ss 
Orers0022ipoule | 5 2 2) a ae) 2 eo ee DONS: 


Le rendement est donc presque nul (voisin de 0,2 p. 100). 

Pratiquement, il ne reste donc plus de glucido-lipide dans les vibrions 
cholériques a ce slade. 

Conclusions. — 1° Les vibrions cholériques de type S récoltés sur 
eélose peptonée aprés dix-huit heures & 37° contiennent lendo- 
toxine G. L. A des teneurs variables suivant les souches. Cette teneur 
est assez constante pour une souche donnée. 

2° Le complexe glucido-lipidique est un des éléments libres de la 
toxine que ces mémes vibrions fournissent en quatre heures a 37° en 
milieux glucosés. Le rendement en glucido-lipide de Ja toxine est 
toujours nellement supérieur et généralement double de celui des 
vibrions fraichement récoltés. : 

3° Aprés un séjour de quatre heures en milieux glucosés, les vibrions 
cholériques ne contiennent plus que des traces d’endotoxine glucido- 
lipidique. 

4° Les considérations précédentes justifient la valeur de notre tech- 
nique de préparation de la toxine cholérique qui, fournissant en un 
temps réduit la totalité de Vendotoxine glucido-lipidique des vibrions 
mis en ceuvre, contient en outre les éléments toxiques de nature proti- 
dique dialysables déja mis en évidence dans l’expérience princeps de 
Roux, Metchnikoff et Salimbeni, éléments que nous envisagerons ulté- 
rieurement. 


(Institut Pasteur. Laboratoire des Instituts Pasteur coloniauz.) 


ENREGISTREMENT CONTINU 
DES COURBES DE CROISSANCE MICROBIENNE 


A L’AIDE DU MICROBIOPHOTOMETRE 
par M. FAGUET et F. NITTIL 


Le microbiophotométre & 6 directions que nous yous présentons 
aujourd’hui permet l’enregistrement simultané et continu de 6 courbes 
de croissance microbienne, en étudiant leur opacité au moyen d’une 
cellule photoélectrique. Tl fait suite au modéle & une direction, puis 
i celui 4 deux directions que l’un de nous (1) avait présenté en 1932 
et 1935. 

L’appareil se compose de deux parties distinctes 

1° Le microbiopholtométre proprement dit, constitué par un thermo- 


(1) M. Pacuer, C. R. Ac, Se., 1932, 194, 1027 et 1763 ; Ann. Ferment., 1935, 
4, 340736. R. Soc. Biol. 1937) 4265 96 193s aed 28 OO: 
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stat contenant les cuves, le systeme d’aération, la source lumineuse, 
la vellule photoélectrique et les thermométres régulateurs. 
2° Le potentioméetre enregistreur. 


I. Microsiorsoromérre, — Le microbiophotometre est essenticllement 
composé : a) d’une source lumineuse constante dont on utilise un 
faisceau monochromatique de rayons paralléles ; b) de 6 cuves réparties 
sur une circonférence centrée sur le filament de la source ; ¢) d’une 
cellule photoélectrique. De plus, un systéme mécanique permet 2d ta 
cellule de se déplacer et de venir enregistrer successivement Vopacité 
de chaque culture. Les mesures sont espacées d’une minute et les points 
dune méme courbe distants de six minutes. 

Cuves @ cultures. — Nous avons adoplté des cuves de verre a faces 
planes, sensiblement paralléles. Un tube plongeant dans le milieu de 
culture y améne lair ou le gaz dont on désire la saturer. Un robinet 
a pointeau permet d’en modifier Varrivée dans chaque cuye. Le gaz 
utilisé est au préalable réchauffé et saturé d’humidité pour une tempé- 
rature inférieure d’un degré a celle des cuves. Ce réchauffement se 
fait sous le contréle d’un thermométre régulateur. 

Régulation de la température des cultures. — Les cultures peuvent 
étre portées a la température désirée. Un thermométre régulateur 
variable permet ‘de régler la température intérieure du microbiopho- 
tométre et de la maintenir constante. 

Source lumineuse. — L’intensité de la source lumineuse doit rester 
rigoureusement constante pendant toute la marche de |’appareil (de un 
2 quatre jours). Nous avons essayé l’alimentation de la lampe par le 
courant du secteur, mais aucun stabilisateur ne nous a donné de 
résultat satisfaisant. Nous avons également essayé d’uliliser la batterie 
d’accumulateurs 110 volts de l'Institut Pasteur, mais Jes multiples varia- 
tions brusques auxquelles elle est soumise rendirent son emploi impos- 
sible pour un pareil usage. Nous avons été amenés a prendre une 
batterie de 8 volts 150 A.H. dont nous stabilisons la tension en Vutili- 
sant comme source auxiliaire d’alimentation du potentiométre enre- 
gistreur. Un rhéostat commandé mécaniquement par le potentiometre 
réajuste automatiquement la tension en |’epposant 4 un élément Weston 
toutes les six minutes. Dans ces conditions, nous avons pu obtenir la 
stabilité de la source A 1/10.000 prés. Son fonctionnement ininter- 
rompu pendant douze jours nous a donné une droite rigoureusement 
paralléle & Vaxe des temps. ite 

Cellule photoélectrique. — Elle est du type ordinaire, 4 couche darret, 
au sélénium. Sa résistance intérieure varie entre 2.000 et 5.000 ohms 
suivant l’éclairement auquel elle est soumise. 


Il. PorextiomiTRE AUTOMATIQUE ENREGISTREUR. — Son principe ne 
différe pas de celui des potentiométres ordinaires mais toutes les mani- 
pulations de cet appareil sc font automatiquement. Th enregistre les 
variations de tensions aux bornes de la cellule, variations qui sont 
proportionnelles & Vintensité du courant-cellule. 


PRINCIPE DES MESURES. — On dirige un faisceau lumineux monocbro- 
matique (2) successivement sur chacune des 6 cultures microbiennes 


2 ee A es Tyg 4 A 
2) Nous avons ulilisé jusqwa présent un écran rouge (Wratten 24 A). 
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liquides en cours de développement ; une cellule photoélectrique placée 
sur le trajet du faisceau émergeant, 4 une distance déterminée de la 
culture, regoit les variations du flux lumineux, variations qui provo- 
quent les modifications du courant-cellule en relation avec Ja densité 
optique. 

Nous pouvions mesurer et enregistrer soit la différence de potentiel 
aux bornes de la cellule sans lui faire débiter de courant, soit la faire 
débiter et mesurer ]’intensité du courant produit. Nous nous sommes 
‘arrétés & cette deuxiéme solution parce que la courbe des intensités 
en fonction des éclairements se rapproche plus d’une droite dans les 
intervalles utilisés que la courbe des différences de potentiel en fonc- 
tion des mémes éclairements. Cependant, il nous était plus facile de 
mesurer une différence de potentiel ; nous avons tourné la difficulté 
cn shuntant la cellule par une résistance appropriée (de l’ordre de 
200 ohms) et en mesurant Ja chute de tension aux bornes de la cellule; 
ee qui revient a mesurer l’intensité puisqu’elle est proportionnelle a 
la différence de potentiel. 

Toutes les six minutes, l'appareil enregistre pour chaque culture 
lintensité du courant-cellule. Puisque ces intensités correspondent, dans 
les conditions ot nous nous placons, & des densités optiques détermi- 
nées, et que, d’autre part, il existe-des liens entre les densités optiques 
et le nombre des microbes en suspension, ja courbe des intensités 
permet de déterminer celle du nombre des germes. 

Dans une prochaine note, nous donnerons la discussion des résultats. 


(Institut Pasteur.) 


ERRATUM 


Séance du 3 décembre 1942 (ces Annales, 1943, 69, 52), 3° alinéa. Une ligne 
sautée dénature la derniére phrase (bas de la page 52). 
Au lieu de: 


« Nous n’avons pas poussé la recherche plus a fond et pensions avoir mis 
en évidence un principe lytique du groupe D, la pseudo-tuberculose des rongeurs 
n’élant pas rare en France... » 


BRA 2 
« Nous n’avions pas poussé la recherche plus & fond et pensions avoir mis 
en évidence un principe lytique du b. pseudo-tuberculeux isolé & cdté de phages 


actifs sur les germes du groupe D., la pseudo-tuberculose des rongeurs n’étant 
pas rare en France... ». 


Le Gérant : G. Masson. 


Imprimerie Gavurater-ViLLars, 55, quai des Grands-Augustins, Paris, — N* §-30. 
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